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1 UvVOoD

Vztah predpis bezpecnosti a ochrany zdravi pfi praci (BOZP) ke studentim se fidi dle
vysokoskolského zdkona ¢. 111/1998 Sh. - §62 odst. 2. Na studenty pfi vykonu praktické vyuky
a praxe se vztahuji obecné predpisy o BOZP a pracovnich podminkdch Zen. Podrobné
informace lze nalézt ve vyukovém materidlu na  nasledujicich  odkazu:

http://orion.sci.muni.cz/BOZP_UBch.pdf.

s v

1.1 Laboratorni rad pro studenty a vseobecné zdsady bezpecnosti prdce v

laboratori
1) Studenti jsou povinni pfichazet do cvic¢eni v¢as a fadné pfipraveni, tzn. mit provedeny

vypocCty, rozumét postupu prace a byt sezndmeni s vlastnostmi latek, s kterymi pfijdou
do kontaktu. Pokud se prokaze, ze posluchac neni pfipraven, nebude mu dovoleno

Ulohu v daném terminu vykonat a bude si ji muset nahradit.

2) Student musi mit pracovni plast, vhodnou pracovni obuv k prezuti a pripadné pouZivat

predepsané pracovni pomucky.

3) V laboratofi pracuji studenti pod dozorem vedouciho cvi¢eni nebo povérené osoby
s odbornou erudici a je jim dovoleno vykonavat jen préci, kterd souvisi s naplni cviceni.
K praci pouzivd pouze vyhrazeny prostor a pomcky, které jsou pro danou ulohu
vyhrazeny, za néZ soucasné odpovida. Je zakdazano vynaset laboratorni pomtcky a

chemikalie z prostor, ktera jsou pro konani cvi¢eni vyhrazena.

4) Student se musi Fidit pfi praci pokyny vedouciho nebo instruktora a ptipadné skody je

pfi pfipadném hrubém poruseni laboratorniho fadu povinen uhradit.

5) Studenti nesmi samovolné ménit predepsany postup prace a v pripadé nejasnosti je

treba pripadny problém resit s vedoucim cvi¢eni nebo instruktorem.

6) Pred zahdjenim prdce studenti zkontroluji Uplnost vybaveni nalezejiciho k dané uloze
a po skonceni uvedou pracovni misto do plvodniho stavu. Pfipadné zavady v pribéhu

cviceni je nutné neprodlené nahldsit vedoucimu cviceni.

7) V laboratofi je zakazano pit, jist a koufit.
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8) Ziravé a jedovaté latky se smi odmérovat pipetami s bezpeénostnim ndstavce, nikdy
nenasavame tyto roztoky Usty. Pfi manipulaci s témito latkami v otevienych nadobach,
musi byt usti nadob vidy odvrdceno od vlastniho obliceje i obliceje sousednich

pracovniku.
9) Na pracovnim stole je nutné udrzovat poradek, odpad odstranuji studenti pribézné.
10) Tuhé chemikdlie se nesmi nikdy brat nechranénou rukou.

11) Manipulace s dymavymi, drazdivymi a tékavymi latkami stejné jako s jedy se musi

provadeét v digestofi pfi spusténém odtahu ventilace.

12) Pokud néktera z chemikalii je zaroven hoflavinou, vybusninou a jedem, musi byt

uchovavany dle platnych predpis(i vydanymi pro tyto latky soucasné.

13) Nddoby, v kterych se prechovavaji agresivni latky jako tfeba Ziraviny, se nesmi

umistovat do vétsi vysky nad podlahou, nezZ je 1.65 m.

14) Pfi nalévani chemikalii z velkych zasobnich sklenénych lahvi (baldny, demizény) se musi
pouzivat stojanu, do kterych se tyto nadoby zavésuji a z nichz se daji bezpecné naklanét
pfi prelévani do mensich ndadob. Jinym zplsobem je precerpavani s pomoci

nasoskového zafizeni neplsobiciho pretlak.

15) Pfi zfed'ovani kyselin nebo hydroxid( se tyto latky nalévaji pomalu a opatrné obvykle

po sklenéné tycince do vody, nikdy ne naopak.

16) Rozlita kyselina dusi¢na se nesmi odstranovat pilinami, hadrami ani jinymi organickymi
latkami z dlvodu moZiné bourlivé reakce snaslednym samovznicenim. Pred

odstranénim musi byt zneutralizovdna nebo alesport maximalné zfedéna.

17) Rozlité koncentrované kyseliny je treba nejprve zifedit vodou, zneutralizovat
uhli¢itanem nebo zfedénym hydroxidem s nasledovnym zifedénim vodou. Roztok se

potom nechd vsaknout do pilin, hadrd apod.

18) Rozlita kyselina chloristd se musi zfedit velkym mnoZstvim vody a setfeni je vidy nutné

pouzit nehoflavy material (nikdy bavina nebo celulosa).

Biochemicka laboratorni technika 6
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19) Kyselina chlorista se musi uchovavat ve sklenénych lahvich se zabrousenym hrdlem a
oddélené od ostatnich chemikalii, zejména organickych. Stejné tak se nesmi

prechovdavat na dfevénych regdlech.

20) Pri destilaci hoflavin je nezbytné z okoli predem odstranit zasobni lahve s hotlavinami
a premistit je do bezpecné vzdalenosti. Soucasné je zakdzano hoflaviny zahfivat nad
kahanem. K zahtivani hoflavin je nutné pouzivat vodni nebo jiné 1azné, popf. topna

hnizda.

21) Pfred zapocetim destilace je nutné zkontrolovat pfivod chladiva, aby nedoslo

k pfipadnému uniku par do okolniho prostredi.

22) Roztoky tézkych kovd, organickd rozpoustédla, odpadni oleje a jiné svodou
nemisitelné latky je zakdzano vylévat do vylevky. Kyseliny a zdsady je mozné vylévat do
odpadu po dostatecném ziedéni vodou. K likvidaci takovych to odpadi jakozto i
nebezpecnych odpadl slouzi predem pfipravené odpadni nddoby. Likvidace takovych

to odpad( se nasledné zajistuje centralné.

23) Sklenény odpad a obecné odpad s ostrymi hranami musi byt odstrafiovan do nadob

zvlast k témto ucellm uréenych.

24) Zatky lahvi se nesméji pokladat potfisnénou plochou na desku pracovniho stolu, ¢imz

se obecné sniZuje riziko poleptdni, otravy nebo kontaminace.

25) Kazdé poranéni, bolest hlavy, huceni v usich apod. je tfeba neprodlené hlasit

vedoucimu cviceni.

26) Po skonceni prace je tfeba zkontrolovat uzavieni plynu, vody a vypnuti vSech
elektrickych spotrebic¢li. SoucCasné je nutné zkontrolovat uzavieni vSech nadob
s chemikaliemi a jejich navrdceni na vyhrazené misto. Pracovni misto i pouzité sklo

musi zUstat Cisté.

27) Prace v chemické laboratofi je zakdazana téhotnym Zendm a matkam do konce 9.
mésice po porodu. Gravidni posluchacky jsou povinny svij stav vedoucimu cviceni

nahlasit.

Biochemicka laboratorni technika 7
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1.2 Prvni pomoc
Pfi poskytovadni prvni pomoci je nezbytné zajistit bezpeclnost zachranujici i

zachranované osoby. Postizend osoba by neméla béhem prvni pomoci prochladnout a méla
by mit dusevni i télesny klid. VZdy je nutné situaci posoudit s ohledem na vlastni bezpecnost a
bezpecénost postizeného. Pfi stavech ohrozujicich Zivot se nejdfive provadi resuscitace a zajisti
Iékafska pomoc. Pfi zdstavé dechu se provadi umélé dychani, pfi zastavé srdce nepfimd masaz
srdce a pfi bezvédomi se postizeny uklada do stabilizované polohy na bok. Pro G¢innou pomoc
musi byt na misté potrebné prostfedky a pomlcky v podobé dostatku vody, prikryvka
umoznujici ochranu postizeného pred prochladnutim a lékarnicka, jejichz vybaveni se Fidi
druhem nebezpecnych latek, kterd se vyskytuji na pracovisti. Obsah lékarnicky se musi
obmeénovat pred uplynutim expiracni doby |éCiv a dalSiho materidlu v ni obsazenych. V ptipadé
nejistoty ohledné latky, kterd zpUsobila nehodu, se na spravny postup lze informovat
v Toxikologickém informacnim stfedisku (Na Bojisti 1, 120 00 Praha 2, tel: +420 224 919 293).
Pfi nutnosti Iékafského vysetreni je vidy vhodné vzit originalni obal latky nebo ptipravku

s etiketou spolu s bezpecnostnim listem.

1.3 Bezpecnostni znacky
Pracovisté, na kterych jsou vykonavany prace, pfi nichz maze dojit k poskozeni zdravi,

jsou oznaceny bezpecnostnimi znackami.

Biochemicka laboratorni technika 8
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SIS

Koufeni zakazano Zakaz vyskytu Priichod pro pési
otevfeného ohné zakazan

Zakaz pouZiti Voda nevhodna k piti Nepovolanym vstup

vody pro haseni zakazan

Zakaz provozu - prijezdu Nedotykat se

Znacky zakazu maji kruhovy tvar s ¢ernym piktogramem na bilém pozadi

Biochemicka laboratorni technika 9
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AALAA

Vystraha, pozamé Vystraha, Vystraha,
nebezpedné latky riziko exploze riziko toxicity
Nebezpetné laserové
zareni
Vystraha, riziko Nebezpeéné Pozor na -
koroze nebo radioaktivni latky zavésené biemeno Nebezpeti — silné
poleptani magnetické pole
Nebezpeti stfetu Nebezpeéi - Varovani, vystraha, Nebezpedi - biologicke
s vozikem elektfina riziko, nebezpedi riziko
Nebezpe&né oxidujicl Nebezpetné Nebezpedi — nizka Nebezpeéné nebo
latky neionizujici zafeni teplota drazdivé latky

VAAN

Nebezpeti — vybuéné prostredi

Nebezpeti zakopnuti Nebezpedi padu

Znacky vystrahy maji trojuhelnikovy tvar s ¢ernym piktogramem na Zlutém pozadi

Biochemicka laboratorni technika 10
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o

N/

Pfikaz k noSeni Pfikaz k nodeni Pfikaz k noSeni
ochrany ogi ochrany hlavy ochrany sluchu

Piikaz k noSeni Piikaz k nogeni Pfikaz k ochrané
respiratoru ochrany nohou rukou

Pfikaz k noseni Pfikaz k nasazeni Pi‘ikaz_ k nasazeni
ochranného vystroje k upoutani

pracovniho odévu e LS

Pfikaz - Obecné vyjadTeni

pesi musi poufit pfikazu; pfikazany stav

tuto cestu nsho ginnost (ke kiere se
v pfipadé nutnost phipoji
jina znacka)

Znacky prikazu maji kruhovy tvar s bilym piktogramem na modrém pozadi

Pii pouziti barev éerné a Zluté

/11717

Pfi pouziti barev &ervené a bilé

/17474

Znacky oznacujici riziko stfetu osob nebo jejich padu

Biochemicka laboratorni technika 11



Uvod

§in

Unikavy vychod (vieve) Unikevy vychod [dold)

Nouzovy vyched / Unikova cesta

k€SN

Smérovka (dol(l, vievo, vpravo, nahoru) k zafizeni pro piivolani prvni pomoci
(Ize pouzit s dodatkovou tabulkou)

Misto prwni Nositka Bezpeénostni \iyplach oé&i
pomoci sprcha

1 +

o

Pchotovostni telefon
pro pryni pomoe nebo
unik

Znacky informativni pro oznaceni unikové cesty a unikového nebo mista prvni pomoci

Biochemicka laboratorni technika 12
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S& O o O

GHSO01 - vybudné latky | GHSO02 - hoflavé latky | GHSO03 - oxidaéni latky | GHS04 - plyny pod tlakem | GHSO05 - korozivni a Ziravé latky

S O P o B

o L GHSO8 - latky GHSO09 - latky nebezpeéné GHS10 - latky s
GHSO06 - toxické latky | GHSO7 - drazdivé latky L . . 3 L L. .
nebezpetné pro zdravi pro Zivotni prostredi neznamymi vlastnostmi

%

VystraZné symboly nebezpecnosti pro oznacovdni nebezpecnych chemickych ldatek a

smési

PozZami hadice PoZ&mi Zebitk Hasicl pfistro] Ohlagcvna poZaru

Smérovka(doll, vievo, vpravo nahoru)
k zafizeni pozarni ochrany
(lze pouZit s doedatkovou tabulkou)y

Pozarni wytah

Informativni znacky pro oznaceni vécnych prostredk( poZdrni ochrany a poZdrné

bezpecnostnich zarizeni

Biochemicka laboratorni technika 13
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1.4 Pokyny pro studenty MU k zajisténi poZarni ochrany
Student stejné jako jiné osoby je povinen si pocinat tak, aby jeho Cinnost nebyla

pri¢inou vzniku pozaru. Na oznacenych mistech musi plnit pfikazy a dodrZovat zakazy tykajici
se pozarni ochrany. PFi zjiSténi pozarnich zavad kdekoliv v prostorach fakulty oznamit
nedostatky pedagogickému dozoru nebo spravé budovy fakulty. Pfi zpozorovani pozdru je
dotycna osoba povinna provést nutna opatreni pro zachranu ohrozenych osob a opatfeni
k zamezeni poZaru. Pokud se osoba nevystavi vazenému nebezpeci nebo ohroZeni, je povinna
na vyzvu velitele pozarniho zasah poskytnout pfimérenou osobni pomoc. Studenti jsou povinni
se seznamit s Cisly tisfovych linek a pozarnimi poplachovymi smérnicemi, které jsou umistény
na viditelnych mistech v prostore objektu. Pfi pouZziti pfenosnych hasicich pristroju k likvidaci
pozZdru je nutné postupovat obezretné a pouZit vidy vhodny pfistroj pro hofici latku k tomu
uréeny. Béhem pozaru je nezbytné zachovat klid a rozvahu a opustit objekt podle pokynu
unikovou cestou. Je zakdzano provadét prace, které mohou vést ke vzniku pozaru, pokud pro
vykon takovych praci nema osoba poZadovanou odbornou zpusobilost. Dale je zakdzano
poskozovat, zneuZivat nebo jinym zplsobem znemoZiovat pouZiti hasicich pfistroji nebo
jinych prostfedk( pozarni ochrany a pozarné bezpecnostnich zafizeni. V prostorach fakulty je
zakazano koufit a manipulovat s otevienym ohném vyjma prostor k tomu vyhrazenych.
Kazdy, kdo zpozoruje pozar, je povinen provést nutnd opatreni pro zachranu ohrozenych osob.
Je-lito mozZné, musi pozar uhasit, nebo provést nutnd opatreni k zamezeni jeho Sifeni. Nestaci-
li dana osoba na zvladnuti pozaru vlastnimi silami nebo dostupnymi prostredky, je povinna
vyhlasit pozarni poplach a uvédomit pfipadné dalsi osoby v okoli pozaru. Pozarni poplach se
vyhlasuje automaticky ¢idlem elektronické pozarni signalizace, pouzitim tisnového tlacitka EPS
nebo volanim ,hofi-hofil“. Posledni povinnosti je ohldsit neodkladné zjiStény pozar nebo
zabezpedit jeho ohlaseni na ohlaSovnu pozaru objektu telefonicky nebo osobné, pfipadné
zajistit ohlaseni na tisriové lince hasi¢d 150 nebo emergency call 112 a sdélit kde hofi, co hofi,
kdo a odkud vola. Osoba, ktera nahlasuje, nikdy nezavésuje jako prvni, ale vycka na pfipadné

upresnujici dotazy operatora.
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1.5 Pokyny pro pouZiti hasicich pristroji
Navod na poutZiti hasiciho pfistroje je vidy umistén na plasti pfistroje. PFi likvidaci

pozaru pristrojem je vzdy tfeba hasit ve sméru vétru, stfikat od spodu do Zhavého jadra, hasit

pferuSované a hasit vidy tak, aby osoba méla za zady dvere tedy unikovou cestu.

Typy hasicich pristroji

Vodni — slouZi k haseni pevnych organickych latek (papir, dievo, textil) a alkohol(.

Nelze jim hasit zafizeni pod elektrickym napétim, kyseliny, rostlinné Zivocisné tuky a oleje.

Praskovy — slouzi k haseni hoflavych pevnych latek, kapalin, olejd, benzinu a zafizeni

pod elektrickym napétim. Nelze s nim hasit lehké a horlavé alkalické kovy.

Pénovy — slouzi k haseni pevnych organickych latek, benzinu, nafty, mineralnich oleja

a tukdl. Nelze jim hasit zafizeni pod elektrickym napétim a lehké a hotlavé alkalické kovy.

Oxid uhlicity — slouZi pro haseni zafizeni pod elektrickym napétim. Nelze s nim hasit

hoflavy prach a sypké latky.

Cisla pro tisriovd voldni

150 — hasici, 155 — zdravotnickd zachranna sluzba, 158 — policie CR, 156 — méstska
policie Brno, 112 — tisfiové volani, 1239 — plyn, 543 212 537 — voda, 800 225 577 — elektricky
proud, 800 100 312 — technické sit& Brno, 549 49 2222 — KR, PO a BOZP RMU
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Uloha &1

Pipetovdni a vdaZeni

2 Uloha €. 1 Pipetovani a vazeni

2.1 Stanoveni fyzikalnich vlastnosti
K charakterizaci chemickych latek je nutné stanovit jejich fyzikalni vlastnosti. V chemii

a biochemii jsou to pfedevsim index lomu svétla, bod tani, bod varu a hustota. Tyto veliciny

slouzi také jako kritéria Cistoty.

Bod tani je teplota, pfi niZ je tuha latka v rovnovaze se svoji taveninou. Cim je latka
Cistéjsi, tim je bod tani ostfejSi. Bod tani se v laboratofi stanovuje v bodotavcich. Malé
mnozstvi stanovované latky se zatavi do sklenéné tenkosténné kapilary a umisti do lazné
dobre vodici teplo (kapalina, kovovy blok), ktera se postupné zahfiva, aby se podminky co
nejvice priblizily rovnovaznym. Pfitom se sleduje teplota 1azné a soucasné se pozoruje latka v
bodotavku. Teplotu tani se nasledné oznaci takova teplota, pfi niz se objevi kapalna faze. Pro
latky s teplotou tani niz$i nez 120 °C se vyuzivaji sklenéné bodotavky. Jsou to sklenéné
nadobky, které se plni kapalinami s vysokou tepelnou kapacitou (silikonovy olej, glycerol atd).
Vhodnym tvarem nadobky se dosahuje toho, Ze pti pozvolném zahfivani dochdzi k proudéni
kapaliny a souasnému prohfivani vzorku a teploméru, na kterém je kapilara se vzorkem
upevnéna. U latek s vyssi teplotou tani se pouzivaji kovové bodotdvky tzv. Thieleho bloky. Jsou
to bloky z kovu dobfe vedouciho teplo, do kterych jsou vyvrtany svisle tfi otvory. Do
prostifedniho otvoru se vklada teplomér, do zbyvajici kapilary se vzorkem. U kovového bloku
je pomalého zahtivani dosazeno tim, Ze se nezahftiva pfimo blok, ale ty¢, kterou je blok zaroven
upevnén do stojanu. Vzorek se pozoruje v prochazejicim svétle lampicky upevnéné na stojanu
za vzorkem.

V laboratorni praxi se v souéasnosti pouzivaji specidlnich zafizeni v podobé upravenych
mikroskopl s elektricky vyhfivanym stolkem, v kterém je zabudovan teplomérem. Na
mikrovyhtevny stolek se nasledné poklada vzorek v usporadani béZném pro mikroskopovani a
béhem zahtivani se sleduje v mikroskopu stav, pfi kterém se krystaly zméni v rovnovaznou

smés pevné a kapalné faze.
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Bod varu je teplota, pfi které se vyrovna tlak par kapaliny s tlakem okolniho plynu. Bod
varu je mozné stanovit pomoci ebuliometri. V nich se zahfiva stanovovana kapalina pod
zpétnym chladi¢em k varu a ndsledné se stanovi teplota varu. Ke stanoveni je tfeba alespon
objem nékolika mililitrG. Mensi mnozstvi je mozné stanovit v zafizenich podle Siwoloboffa
nebo Emischa. Jedna se v obou metoddch o varné kapilary, do kterych se stanovovana latka
zatavi. V bodotavku se kapildra spoji s teplomérem a sleduje se teplota, pfi které zaénou
v kapilafe unikat bublinky plynu. Dle Emischa je kapilara navic zcela identickd konstrukéné
kapildaram pouzivanym pro stanoveni bodu tani.

K identifikaci kapalnych latek a stanoveni jejich Cistoty je také mozné pouzit index lomu
n. Podle Snellova zdkona se monochromatické svétlo Sifici se ve dvou odliSnych optickych
prostfedi lame pod urcitym uhlem, coZ popisuje rovnice (1).

sina ¢

sinﬁ_g:n 1)

c1 a ¢z je rychlost svétla v prostfedi 1 nebo 2 a a a B jsou uhly, které svird paprsek s kolmici
vztyéenou k roviné dopadu v misté dopadu. Prosttedi, ke kterému se vztahuje index lomu, je
vzduch. Index lomu zavisi na teploté a méni se se zménou vinové délky pouZitého svétla.
Teplota a spektrélni ¢ara se udavaji jako horni a dolni indexy za indexem lomu, nap¥. np?® je
index lomu pro paprsek s vinovou délkou 589 nm, cozZ je spektrdlni ¢ara sodiku, a 25 °C.
V laboratofi se pouziva Abbéliv refraktometr, ktery je konstruovan na principu stanoveni
mezného uhlu Upliného odrazu na rozhrani. Pro stanoveni postaci obvykle nékolik kapek latky
a presnost méreni je 0,0001. Vzhledem ke skutec¢nosti, Ze se méni index lomu s koncentraci

latek, Ize refraktometrii vyuZivat i ke kvantitativni analyze.

2.2 Meéreni objemi kapalin
K odmérovani objem( kapalin slouZi v laboratorich odmérné sklo ve formé sklenénych

nebo plastovych pomuicek jako odmérné vdlce, pipety, byrety, pyknometry a odmérné
bariky. Odmérné valce |ze pouzit pouze k pribliznému odmérovani kapalin (napf. pro syntézy,
vyvijeci ldzné apod.). Pro analytické ucely, respektive pro pfesné odméreni pozadovaného
objemu, slouzi pipety nebo byrety, které jsou vidy kalibrovany na wyliti, tzn. Ze z téchto nadob
vytecCe presné vyznaceny objem. Pipety jsou vyrdbény bud pro jeden uréity predem dany
objem nebo jako délené, u kterych si lze zvolit prislusny objem dle dané presnosti uréené

vyrobcem. PInéni pipet se provadi nasatim s pomoci Ust, pficemz je nutné vidy dbat, aby Usti
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pipety bylo stale ponofeno pod hladinou nasavané kapaliny. Po nasati poZzadovaného objemu
nad rysku oznacujici poZzadovany objem se horni konec pipety uzavie ukazovdkem a
obezifetnym uvolfiovanim prstu po kapkach se vypousti kapalina stim, Ze pro odecteni
presného objemu je nutné mit zorné pole oci v Urovni znacky vyznacujici pozadovany objem.
Nasledné se kapalina necha z pipety volné vytéct a jeji Spicka se otfe o dno nebo sténu nadoby,
do které se kapalina odméruje. Odecita se vidy spodni okraj menisku kapaliny. Kyseliny,
zasady a jedovaté latky se usty nikdy nenasavaji! Pro tento uUcel se pouzivaji specidlni

pipetovaci nastavce.

Byrety se pouZivaji k presnému odbéru kapalin pfi titracich a jsou stejné jako délené
pipety opatfeny délicimi znackami. Pfed uUstim je umistén kohout a pIni se shora s pomoci
nalevky. Pro lepsi odecitani objemu byva zadni sténa byret z bilého skla s modrym nebo

¢ernym Schelbachovym pruhem vedeny stfedem stény.

Odmérné barnky a pyknometry jsou naopak kalibrovany na doliti, tzn. Ze pfi jejich
naplnéni po danou znacku obsahuji poZzadovany objem. Barnky se opét pini tak, aby se spodni

okraj menisku dotykal rysky a pfi plnéni méla doty¢nd osoba oko v Urovni rysky.

Odmeérné nadobi je kalibrovdano na urcitou teplotu a objem a obé veliiny jsou vidy na

nadobach vzdy vyznaceny.

Bodotdvek, Abbéliv refraktometr, ebuliometr
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2.3 Pipetovani
V soucasnosti se v biochemické a molekuldarné biologické laboratofi sklenéné pipety témér

nepouZzivaji. Nahradily je pipety automatické, které umoznuji presné;jsi, pohodInéjsi a rychlejsi
odmérovani pozadovanych objem(. Automatické pipety pracuji na principu nasavani a
vytlacovani vzduchu pomoci pistu pohybujicim se ve vélci nebo kapilafe. Tento princip
poskytuje velmi prfesné davkovani roztokll, i kdyz velmi viskdozni roztoky mohou ovlivnit
parametry pipetovani. Automatické pipety podobné jako jejich sklenéni predchidci jsou
vyrabény bud pro jeden urcity fixni objem nebo s moZnosti odmérovat rlizné objemy
v urcitych objemovych rozsazich, které jsou nejc¢astéji nasledujici: 0,1-2,5 ul, 0,5-10 ul, 2-
20 pul, 20-200 pl, 100-1000 pl, 1-5 ml). Objem se u téchto pipet nastavuje pomoci Sroubu na
Skalované stupnici. U elektronickych pipet je Sroub nahrazen elektrickym krokovacim

motorem.
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Nedélend pipeta, délené pipety, byreta, automatickd byreta, odmérny vdlec a odmérnd banka

Biochemicka laboratorni technika 19



Uloha ¢.1
Pipetovani a vaZeni

Princip pipety

1. Pfinastaveni objemu se pist pohne do ptislusné pozice.

2. KdyZ se pipeta namackne do prvni pozice, pist vytlaci stejné mnozstvi vzduchu, jako je
nastaveny objem.

3. Po ponoreni pipetovaci Spicky do kapaliny se pipetovaci pist uvolni, coz vytvofi
Castecné vakuum, pomoci kterého dojde k nasati zvoleného objemu kapaliny do
Spicky.

4. Kdyz je pipeta poté znovu namacknuta do prvni pozice, dojde k vytlaéeni kapaliny
pomoci vzduchu v pipeté. K Uplnému vyprazdnéni Spicky je pipeta domacknuta do

druhé pozice.

L

=

L
|2

pipetovaci | | ‘ ‘
spicka | | ‘ |

Nasati tekutiny (krok 1-3)  Vypusténi tekutiny (krok 4)

Faktory ovliviujici spravnost pipety

vvvvvv

Teplota pipety, pipetované kapaliny a okolniho vzduchu by méla byt pfi pipetovani pfiblizné
stejna.
Hustota hraje rovnéz roli pfi spravnosti pipetovani. Hustota kapaliny by méla byt pfiblizné

stejnd, jako hustota kapaliny, na kterou byla pipeta kalibrovana (destilovana voda).
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Nadmorska vySka hraje roli pfi spravnosti pipetovaného objemu kvili ménicimu se tlaku
vzduchu. Jednak tlak vzduchu s nadmoftskou vyskou klesa a rovnéz bod varu blizky laboratorni
teploté dramaticky zvySuje ztraty zplsobené odparem.

V ramci pipetovani existuji tfi zakladni techniky:

Primd technika pipetovdni

Doporucena pro vodné roztoky jakymi jsou napt. pufry, zredéné kyseliny nebo zfredéné

zasady (pipetovani reagens do roztoku).

Klidova pozice 1 2 3 4
Prvni pozice ) J 0
Druha pozice J )

Repetitivni technika pipetovani

- Doporucend technika pro opakované davkovani stejného objemu (pfidavani do

zkumavek nebo desticek).

Klidova pozice 1 2 3 4
Prvni pozice J T J )
Druhd pozice )

Reverzni technika pipetovani

- Doporucena technika pro pipetovani vzorkl, které se nepridavaji nebo nemichaji
s jinymi roztoky. Tato technika predchazi riziku tvorby pény a bublin a vyuziva se tedy

pro pipetovani viskdznich roztokl a roztokl s tendenci pénit.

Klidova pozice 1 2 3 4 5
Prvni pozice d T J T
Druhda pozice T 2 )
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2.4 Vazeni
Jednou ze zakladnich operaci v biochemické laboratofi je vazeni, které slouZi ke

stanoveni hmotnosti latky. VaZeni je srovnavaci metoda, kterd je zaloZena na srovnani
nezndmé hmotnosti néjakého predmétu se zndmou hmotnosti zavazi (hmotnostni standard).
Mechanickd zafizeni srovnani provadéla pomoci dosazieni rovnovdhy na pdce
ve dvoumiskovém usporadani. V soucasné dobé se jiz v laboratofi setkdme s elektronickymi
jednomiskovymi vahami, jejichZ hlavni vyhodou oproti klasickym mechanickym je snadna
obsluha a nendroc¢nd udrzba. Ve vétsiné pripadl pravé presnost a spravnost navazovaného
mnozstvi [atky ma vliv na vysledek celého experimentu. Vahy jsou citliva zafizeni, a proto se
s nimi musi pracovat sprdvné a udrZovat je v Cistoté. Z tohoto dlvodu se vétSinou vahy
umistuji na specialni vahovy stolek majici kamennou vazici desku. Na zakladé vaZivosti a
citlivosti se laboratorni vahy déli do dvou zdkladnich typl — predvazky a analytické vahy.
Predvazky (technické vahy) jsou zpravidla vahy s vazivosti do 200—400 g s presnosti na 0,01 g.
Tyto vdhy jsou primarné urceny

k navazovani vychozich latek pro pfipravu

roztoki nebo v nékterych pfipadech

k vaZzeni meziproduktl a preparata.

Analytické vahy jsou vahy s vazivosti do —

200 g a s presnosti na 0,0001 g. Tyto vahy

\
g ;\\ﬂ
pouzivame pro velmi pfesnd navazovani x\——'

latek nebo pro navazovani velmi malych

mnozstvi latek (< 0,1 g). Ukdzka predvdzek a analytickych vah
Elektronické vahy jsou vybaveny bud

externi nebo interni kalibraci, a kromé standardnich funkci zahrnujicich taru, vazeni
v hmotnostnich procentech nebo postupné dovazovani obsahuji i funkce jako pocitani kus,

volitelné vahové jednotky anebo statistické vypocty.

Zakladnimi viastnostmi vah jsou:

Vazivost — udavd maximalni dovolené zatizeni vah
Pfesnost — uddva nejmensi vahovy rozdil, ktery mize byt vahami pfesné a spravné stanoven

Citlivost — udava pomér vychylky ukazatele vah k privazku, ktery vychylku zpUsobil
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Pro vazeni latek na vahach se musi pouzivat pomlcky uréené k navazovani: hodinové sklo —
pouze pfi vazeni na predvazkach, sklenénd nebo porceldnové lodicka a vazenka. Vazena latka
se nabird laboratorni IZickou (pfedvazky) nebo Spachtli na praskové materialy (analytické

vahy).

Pfi vazeni lze pouzit dva zakladni zplisoby, pfimé vazeni nebo tzv. diferen¢ni vazeni. Pfimy
zpUsob vazeni je vhodny pro latky na vzduchu stabilni a pouziva se vZdy pfi pfipravé roztokd o
pfesné koncentraci. Pokud je v navodech uvedeno, Ze muizZe byt navazka jen pfriblizna, Ize
pouzit diferenéni vazeni. Pfi diferenénim vazZeni se latka navazi pfesné na Ctyfi desetinnd mista,

ale jeji mnozstvi se mlze pohybovat v urcitém rozmeazi, které se musi zaznamenat.

Hustota p homogenni latky je definovana jako podil jeji hmotnosti m a jejiho objemu

V dle rovnice (2) a ma jednotku kg.m3.

m

p=v (2

Hustota latek zavisi na teploté a tlaku, avsak u latek kapalnych se uvaZzuje pouze vliv teploty,
protoze vliv tlaku je vzhledem k malé stlacitelnosti téchto latek zanedbatelny. Pokud chceme
stanovit hustotu latky podle vzorce (2), musi se stanovit jeji pfesna
hmotnost a objem. Hmotnost latky se stanovuje vzdy vazenim a objem

u kapalnych latek lze urcit prfimym méfenim jejich objem

v kalibrovanych nadobdch. Pfimé méreni objemu byva vsak ¢asto malo
presné, a proto se Castéji pro zjisténi objemu pouziva nepfimych
metod stanovujici objem kapaliny vazenim latky o znamé hustoté.

Stejnost objeml se u kapalin realizuje pomoci pyknometru.

Princip pyknometru je zaloZzen na tom, Ze pfi UpIném naplnéni

a uzavfeni zdtkou s kapildrou pojme vidy stejny, snadno

Pyknometr podle

reprodukovatelny objem kapaliny. Pfesnd reprodukovatelnost objemu Gay-Lussaca

kapaliny v pyknometru je ddna jednak velmi Gzkou kapilarou v zatce pyknometru a jednak tim,
Ze se pyknometr plni nadbytecnym mnozZstvim kapaliny, pfiéemz kapalina prebyvajici nad
pozadovany vysledny objem z pyknometru po uzavreni vytece. Ke zjisténi hustoty lze také
vyuzit hustomérd, coZ jsou na obou koncich uzaviené sklenéné trubice, které jsou zatizené na

jednom konci rtuti nebo olovénymi kulickami. Trubice je opatfena stupnici pro odecet hustoty
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mérené kapaliny. Hustomér se na zac¢dtku méreni ponoti do kapaliny, jejiz hustota se
stanovuje, a odecte se na stupnici doIni meniskus kapaliny. DlleZité je, aby se hustomér volné

vznasel a mérna kapalina musi byt vytemperovana na teplotu, na kterou je dany hustomér

kalibrovan.

Rizné automatické digitdini pipety

Pistové ndstavce na sklenéné pipety a pipetovaci baldnek

Sklenéné a plastové Pasteurovy pipety
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Jméno a UCO:

Obor: Datum provedeni:

s v

2.5 Prakticka cast A — priprava 3,0mM roztoku hexakyanoZelezitanu
draselného a 1,2mM roztoku hexakyanoZelezitanu draselného

Postup prdce:

1. Do 25ml odmérné bariky napipetujte 2,5ml zdsobniho roztoku 30mmol.l"!
hexakyanoZelezitanu draselného, dopliite odmérnou bariku destilovanou vodou po
znacku a dobie promichejte.

2. Ztedény roztok hexakyanozZelezitanu draselného prelijte do kadinky a oznacte.

3. Do 25ml odmérné bariky napipetujte 1,0 ml zdsobniho roztoku 30mmol.I?
hexakyanoZelezitanu draselného, dopliite odmérnou bariku destilovanou vodou po
znacku a dobfe promichejte.

4. Zredény roztok hexakyanoZelezitanu draselného prelijte do kadinky a oznacte.

5. Zmérte absorbance 3,0mM a 1,2mM roztoku hexakyanoZelezitanu draselného pfi
420 nm. Jako blank pouzijte vodu. Roztoky v kyvetach zfedte a absorbanci zmérte
znovu v pripadé, Ze absorbance bude vyssinez 1 a absorbance prepocitejte na pavodni
nerfedéné roztoky 3,0mM a 1,2mM roztoku hexakyanoZelezitanu draselného.

6. ZLambert-Beerova zdkona dle rovnice (3) vypocitejte molarni absorpéni koeficient (g)
pro hexakyanozelezitan draselny.

A=¢c.c.l(3)
A — absorbance latky; € — molédrni absorpéni koeficient [I.molt.cm™]; c — koncentrace latky v

méFeném roztoku [mol.IY]; | — délka optické drahy v kyveté

Vysledky:
Ks[Fe(CN)e] Aszo g (I.molt.cm™)
3,0mM
1,2mM
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2.6 Prakticka cast B — pouziti pipet s nastavitelnym objemem 1-10 i,
10-100 pl a 100-1000 pd

Postup prdce:

1. Do sady mikrozkumavek pipetujte reagencie podle rozpisu v Tabulkach 1, 2 a 3.
PouZijte pfimou techniku pipetovani.

2. Vzorky promichejte na vortexu.

3. Zmérte jejich absorbanci pfi vinové délce 420 nm. Jako slepy vzorek pouzijte

destilovanou vodu.

Vypocty:
1. Na zadkladé znamého extinkéniho koeficientu hexakyanoZelezitanu zjisténého
v pfedchozi c¢asti ulohy vypoditejte dle naméfenych absorbanci koncentrace
hexakyanoZelezitanu draselného ve zkumavkach.
2. Vypoctéte priméry ze tfi namérenych hodnot.
3. Nasledné pro uréeni presnosti vasi prace vypocitejte smérodatnou odchylku dle vztahu

(4).

N M2
s = —21:11\(10_11 2 (4)

4. Pro Tabulku ¢. 2 sestrojte graf zavislosti As20 na koncentraci K3[Fe(CN)g] ve zkumavce
(napfriklad v programu MS Excel pouzijte XY bodovy graf a body prolozte linearni
spojnici trendu). Vzhledem k tomu, Ze jste vynulovanim na slepy vzorek pfiradili nulové
koncentraci Ksz[Fe(CN)s] nulovou absorbanci, musi pfimka prochazet poc¢atkem grafu
[0;0] (v programu MS Excel: Format spojnice trendu/Moznosti/Hodnota Y=0).

5. Z rovnice pfimky, kterou zobrazite v grafu, nasledné na zdkladé Lambert-Beerova

zakona urcete moldrni absorpéni koeficient € a uvedte jeho fyzikalni rozmér.
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Tabulka 1
zkumavka pipetovany objem ¢ (mmol.I") | & ¢ (mmol.I"Y) s
. 30mM destilovana | As0 K3[Fe(CN)e]
¢ Ks[Fe(CN)e] [ll] | voda [pl]
1 5 995
2 5 995
3 5 995
4 10 990
5 10 990
6 10 990
7 15 985
8 15 985
9 15 985
10 20 980
11 20 980
12 20 980
Tabulka 2
zkumavka pipetovany objem ¢ (mmol.I") | g ¢ (mmol.I?) s
; 3mM destilovana | As K3[Fe(CN)e]
¢ Ks[Fe(CN)e] [l] | voda [w]
1 50 950
2 50 950
3 50 950
4 100 900
5 100 900
6 100 900
7 150 850
8 150 850
9 150 850
10 200 800
11 200 800
12 200 800
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Tabulka 3
zkumavka pipetovany objem L
. 1,2mM destilovana Az ¢ (mmol.I") @ ¢ (mmol.I*?) s
C. K3[FE(CN)5]
Ks[Fe(CN)e] [ul] | voda [pl]
1 150 850
2 150 850
3 150 850
4 300 700
5 300 700
6 300 700
7 450 550
8 450 550
9 450 550
10 600 400
11 600 400
12 600 400

Okomentujte presnost vasi prace:

Vlozte graf zavislosti Aso na koncentraci Ks[Fe(CN)s] ve zkumavce (nezapomeiite uvést
jednotky a popisy os!) a srovnejte molarni absorp¢ni koeficient uréeny na zakladé odectu

z rovnice primky s tim, uréenym v prvni ¢asti ulohy:
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2.7 Prakticka cast C — stanoveni hustoty kapalné Iatky

Postup prdce:

1. Zvaite prazdny suchy pyknometr (hmotnost m1).

2. Pyknometr naplniite aZz po okraj destilovanou vodou a zazatkujte, pficemz prebytecna
kapalina vystfikne otvorem v zatce. Pyknometr velice peclivé osuste tamponem tak,
abyste neodsali Zadny roztok z kapildry a zvazte naplnény pyknometr (hmotnost my).

3. Zpyknometru vylijte destilovanou vodu a proplachnéte pyknometr kapalinou o neznamé
hustoté (p«).

4. Pyknometr naplfite aZz po okraj kapalinou o nezndmé hustoté a pyknometr zazatkujte,
pficemzZ prebytecnd kapalina vystfikne otvorem v zatce. Pyknometr velice peclivé osuste
tamponem tak, abyste neodsali roztok z kapilary, a pIny pyknometr zvazte (hmotnost ms).

5. Hustotu mérené kapaliny ziskate pomoci vztahu (5), kdy teploty mérené a srovndvaci
kapaliny se nesméji lisSit vice nez o 2°C. Hustota destilované vody pfi 20 °C je

998,205 kg.m3 (py).

p= Zz:zi Py (5)
Vysledky:
m; (g) m2 (g) ms (g) Pk (kg.m™3) Kapalina“

9 Na zdkladé zndmych hustot uvedte, o kterou kapalinu se jedna

s v

2.8 Prakticka cast D — kalibrace Pipet
Pokud se béina laboratorni pipeta pouziva spravné, méla by davkovat kapaliny s dobrou

presnosti a spravnosti. V ramci tohoto experimentu zjistite presnost a spravnost pipet pro
objemy 10-100 ul a 100-1000 pl. VSechny zminéné parametry pipety budete stanovovat

pomoci analytickych vah, kde budete stanovovat pfesnou hmotnost davkované kapaliny. Na
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zékladé zndmé hustoty destilované vody (998,205 kg.m3) nasledné uréite davkované objemy.

Kalibrace pipety se provadi pfi tfech rliznych davkovanych objemech:

e Nejmensim mozném davkovaném objemu (10 pl respektive 100 pl)
¢ Nejvy$sim mozném davkovaném objemu (100 pl respektive 1000 pl)
e Stfednim ddvkovaném objemu (50 ul respektive 500 ul)
Kazdé méreni provedte 3x, kdy z namérenych hodnot ndsledné vypoctéte chybu pipety a

smérodatnou odchylku v jednotlivych ddvkovanych objemech.

Postup prdce:

1. Vezméte Cistou a suchou vdzenku a poloZte ji na misku analytickych vah.

2. Vahy vytarujte.

3. Na vaZenku napipetujte stanovované mnozstvi destilované vody a zvazte ho s presnosti
na desetiny miligramu (+ 0,0001 g).

4. Vahy vytdrujte a na vaZenku znovu napipetujte stejné mnozstvi destilované vody jako
v bodé 3. a zvazte ho s pfesnosti na desetiny miligramu (£ 0,0001 g).

5. Opakujte bod 4, dokud nedostanete tfi hodnoty.

6. Poté vazenku omyjte, vysuste a pokracujte od bodu 1 s dalSim stanovovanym mnozstvim

destilované vody.

Vypocty:

Objem muZete vypocist ze zndmé hustoty vody (998,205 kg.m3). Abyste dostali zcela pfesné
hodnoty, musite jesté provést korekci namérené vahy na vztlak vzduchu plsobici na kapalinu
béhem vazZeni. V pfipadé destilované vody Cini tento koeficient 1,06 mg na kazdy navazeny

gram.

1. Vypoctéte priméry z péti namérenych hodnot (Vi) a provedte korekci na vztlak vzduchu.

2. Vypotitejte primérné objemy V.
3. Okomentujte spravnost pipety na zdkladé zjisténych hodnot.
4. Nasledné pro urceni presnosti pipety vypocitejte smérodatnou odchylku dle vztahu (6).
N 72
s = |ZE—=— (6)
N-1
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Vysledky:

Objem

Myody/ Mg

Mkor vody/ mg

Vivody

V ()

Vi-

<l

(Vi- V)2

Pipeta

10-100 pl

10

50

100

Objem

Myody/ Mg

Mkor vody/ mg

Vivody

V (pl)

Vi-

v

(Vi- V)2

Pipeta 100-1000 p

100

500

1000

Okomentujte spravnost a presnost pipet:
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Stanoveni disociacnich konstant

3 Uloha &. 2 Stanoveni disociacnich konstant TRIS, k. fosfore¢né a k.
citronové

3.1 Priprava roztoki
Koncentraci urcité latky vroztoku lze vyjadfit nékolika zplUsoby. Hmotnostnimi

procenty (w/w) se vyjadruje pocet grami dané latky na celkovou hmotnost smési. Obdobné
Ize uvadét mnoistvi s pomoci objemovych procent (v/v), kterd vyjadfuji objem dané latky
v celkovém objemu smési. V technické praxi se lze Casto setkat s vyjadienim koncentrace
v gramech rozpusténé latky na 1 dm3 roztoku (w/v), nicméné pro analytické ucely je vhodnéjsi
udavat koncentraci molarni, kterd je ddna poétem mold latky rozpusténé v 1 dm3 roztoku. PFi
praci s roztoky plati jiz ze samotné definice, Ze pouze koncentrace vztazena na hmotnost
rozpoustédla roztoku je konstantni pfi vSech teplotach. Koncentrace, které jsou vyjadfovany
pomoci objemu se méni s teplotou v zavislosti na tepelné roztaznosti smési. K prepoctu mezi
koncentracemi hmotnostnimi a objemovymi je tfeba vidy zjistit hustotu roztoku pfi aktualni
teploté. Mira rozpustnosti latky v roztoku je vyjadfena maximadlni koncentraci, které je
schopna dosdhnout v jejim nasyceném roztoku. Nasyceny roztok dané latky pro danou teplotu
a tlak je potom takovy, v kterém se dalsi podil této latky nerozpusti. U pevnych latek se
koncentrace vyjadiuje v gramech rozpusténé latky na 100 gram( rozpoustédla. Rozpustnost
zavisi na teploté a ke kazdému Udaji o rozpustnosti latky v urcitém rozpoustédle se pfipojuje
vidy teplota kniz se vztahuje. Zavislost na teploté se vyjadfuje graficky pomoci krivek
rozpustnosti. RUzné latky se svou rozpustnosti vdaném rozpoustédle mohou vyrazné lisit.
Definuje se, Ze latky rozpustné jsou ty, které se pti 25 °C rozpusti v mnozstvi minimdalné 1,0 g
na 100 g rozpoustédl|a. Latky, které jsou schopné se rozpustit maximalné do 0,1 g se oznacuji
za nerozpustné v daném rozpoustédle. Latky, které se rozpoustéji v rozmezi 0,1-1,0 g se

oznacuji jako ¢astecné rozpustné.
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3.2 Pufry
Pufry (tlumivé roztoky), jsou roztoky slabych kyselin a jejich soli (konjugovanych

zasad) nebo slabych zasad a jejich soli (konjugovanych kyselin). Vybér vhodného pufru se fidi
pozadovanou hodnotou pH, kterd se ma udrzet v uréitém rozsahu po pfidani kyseliny nebo
zasady, iontovou silou, moznymi interakcemi s ostatnimi komponentami reakéni smési atd.
Vhodné zvoleny pufr musi mit dostatecnou pufracni kapacitu a z toho ddvodu se musi vybrat
takova slaba kyselina nebo zasada, z které se pufr pfipravuje, aby se neodliSovala svym pKa od
poZadované hodnoty pH o vice nez 1. Soucasné plati, Ze pufrac¢ni kapacita zavisi také na
celkové koncentraci pufru. SloZzeni vhodného pufru lze vétsinou nalézt v riznych laboratornich
pfiru¢kach, ndvodech nebo tabulkach. Vidy je oviem nutné skute¢nou hodnotu pH ovéfit a
pfipadné upravit na pozadované pH. Je mozné také ptipravit pufr prostou tipravou pH roztoku
zvolené soli, kyseliny nebo zasady. Po vybéru vhodné slabé kyseliny nebo zdsady se vypocita
navazka tak, aby se ziskal potfebny objem pufru o zvolené koncentraci s tim, Ze navadzené
mnozstvi se rozpusti vidy v mensim objemu rozpoustédla. Potom se nastavi poZzadované pH
roztokem silné kyseliny ¢i zasady a doplni se vodou na vypocéteny objem. Pro viceslozkové
pufry pokryvajicich Sirsi rozmezi pH nelze vySe popsany postup vyuzit. JelikoZ vétSina pufru
podléhd mikrobialni kontaminaci, musi se bud konzervovat (azid sodny) nebo uchovavat
v lednicce bez konzervace. Velké objemy pufru se uchovavaji ve zmrazeném stavu pod —20 °C
v plastovych lahvich. Pokud se dany pufr teplotné nerozklada, je mozné pufr autoklavovat.
Nasledné ovsem pfi manipulaci s takto oSetfenymi pufrem je nutné dodrzet zadsady pro praci
v sterilnich podminkdach, aby se roztok zpétné nekontaminoval. Teplota ovliviiuje pH pufru
zménou pKa slabé kyseliny nebo baze. Tabelované hodnoty pH jsou obvykle vztazeny na 20
nebo 25 °C. V biochemii se ¢asto pracuje za chladu, kdy se pH muze lisit od hodnoty plivodné
nastavené pfri pripravé pufru za laboratorni mistnosti (méreni pH zavislosti enzymu s nizsim
teplotnim optimem). V takovém pripadé je nutné upravit hodnotu pH za pfislusné teploty.
Nejbéznéjsi kyseliny a baze, uzivané k pripravé pufrd v biochemii, jsou v prehledu uvedeny v
Tabulce 1. Vedle poZzadované hodnoty pH se vybér slozek fidi také jejich moznymi specifickymi
vlivy na reakéni smés. MUze dojit k vysrazeni nékterych komponent smési, k interakci slozek
pufru s bilkovinami, k reakci s analytickymi ¢inidly a k inhibici enzym(. Naopak nékdy mohou

slozky pufru slouzit jako substraty enzymu.
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Koncentrace oxoniovych iontl v roztoku se stanovuje spektralnimi (i

elektrochemickymi metodami. Prvni z nich vyuZivaji faktu, Ze zména pH vyvola v nékterych

organickych slouceninach, tzv. acidobazickych indikdtorech, zménu struktury, ktera se lisi

svymi spektralnimi vlastnostmi. Ve druhém pfipadé se vyuzivd zmény elektrochemického

potencialu vlivem pH (pH metry). Nejjednodussi spektrdlni metody méreni pH jsou vizualni

metody. Pozoruje se zména zbarveni acidobazického indikatoru pti zméné pH, pfi které

dochazi u jednotlivych indikatord v urcité oblasti pH (nalezneme v chemickych laboratornich

tabulkach). Pro stanoveni hodnoty pH se musi vybrat indikator, u kterého dochazi k barevné

zméné v presné definovaném intervalu pH. Pro universalni pouZiti slouzi smési indikator(

pokryvajici svymi barevnymi prechody celou $kalu pH nebo jeji ¢ast. UzZivaji se ve formé

papirkd napusténych prislusSnou smési indikatorl. Souprava je doplnéna barevnou stupnici,

s kterou se porovnava zbarveni papirku po namoceni do vzorku a ustdleni zbarveni.

Tabulka 1
Pufrovaci systém Rozsah pH | Pufrovaci systém Rozsah pH
KH2PO4/Na2HPOa4 6,0—-8,0 | Tricin/NaOH 7,2-9,1
Tris/HCI 6,8—8,6 | Glycin/HCI 1,1-3,7
Imidazol/HCI 6,0—8,0 | Glycin/NaOH 8,2-10,0
MES/NaOH 5,2-7,2 | Kys. citronova/NaOH 2,2—-6,2
MOPS/NaOH 5,2-7,1 | NaHCO3/Na2C0s3 9,0-11,0
TES/NaOH 6,5—-8,5 | NazHPO4/NaOH 11,0-12,0
HEPES/NaOH 6,5—8,5 | NaClOa/NaOH 1,8-12,0
H3BO3/NaBH4 7,0-9,3 | Kys. citronova/Na2HPOa4 2,2-8,0

Tris - Tris(hydroxymetyl)aminomethan,

MES - kyselina 2-(N-morfolino)etansulfonova,

MOPS - kyselina 3-(N-morfolino)propansulfonova,

TES - kyselina N-Tris(hydroxymetyl)metyl-2-aminoetansulfonova,
HEPES - kyselina N-2-hydroxyetylpiperazin-N’-2-etansulfonov3,
Tricin - N-Tris(hydroxymetyl)metylglycin.
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TRIS je trividlnim  oznaCenim organické slouceniny HO
tris(hydroxymetyl)aminometan, ktera je velmi c{asto pozivana
v biochemii a molekularni biologii jako pufracni latka. Z chemického HO NH
hlediska se jednd o primdrni amin, ktery se ve vodném roztoku chova HO 2

podle disociacni rovnovahy:

Struktura TRIS
Tris—NHs* = H* + Tris—NH

Z hlediska Bronstedovy teorie kyselin a zasad Ize i na protonizované baze pohliZet jako

na kyseliny a Ize tudiz definovat ndasledujici disociacni konstantu dle rovnice 1.

__ [H*].[Tris—NH,]
KA(Tris—NH;)_ [Tris—NHZ] @

ProtoZe hodnoty disociacnich konstant mohou byt rlzného fadu, udavaji se

z praktického hlediska v podobé svych logaritmi (resp. zapornych logaritm() jako pKa.

Na Obrdazku 1 je znazornén prlbéh acidobazické titrace, kdy, pokud je k bazickému
roztoku postupné pridavana kyselina, dochazi k neutralizaci a pH roztoku se sniZuje jen zvolna.
Tato Casti titracni kfivky se Casto oznacuje jako oblast pufracni, kdy s pfidavkem titracniho
¢inidla (baze nebo kyseliny) se pH roztoku méni jen pozvolna. Bod, kdy je latkové mnozZstvi
kyseliny rovno latkovému mnoizstvi baze nazyvame bodem ekvivalence. V oblasti bodu
ekvivalence se smérnice titracni kfivky vyznamné méni a nasledné v oblasti velkého nadbytku

kyseliny se pH méni opét jen zvolna.
12

10+

pKy

1/2 V(ekv)
I

0 5 10 15 20 25
V (ml)

Obrazek 1 Titracni krivka slabé zdsady silnou kyselinou
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Dalsim velmi ¢asto pouZivanym pufrem je poté fosfatovy pufr. Kyselina fosforeéna je

vicesytna kyselina majici tfi rlzné pKa hodnoty a poskytujici tak vice oblasti s dobrou pufraéni

kapacitou:
H3POs — HyPOs~ + H* pKal
H,POs~ ——» HPOs> + H*  pKa2
HPOs2 ——» PO,> +H* pKa3

Na Obrazku 2 je znazornén pribéh acidobazické titrace k. fosforec¢né, kdy pfi postupném

pfidavku hydroxidu mlZeme pozorovat tfi inflexni body odpovidajici ptislusSnym bodim

ekvivalence.

1.0 2.0 3.0
OH" piidavek (ekvivalenty)

Obrazek 2 Titracni krivka kyseliny fosforecné hydroxidem sodnym

=

El

§

88.4089— PUEIHOYSIS

——puergeysly
- bORE9GS - FUCLHIRY SIS i

o —

Ukdzka riznych pH elektrod
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Jméno a UCO:

Obor: Datum provedeni:

3.3 Prakticka cast A — stanoveni koncentrace HCI titraci roztokem NaOH
PFi smichani k. chlorovodikové a hydroxidu sodného probihd neutralizaéni reakce podle

rovnice:

HCI + NaOH — H,0 + NaCl
Béhem neutraliza¢ni reakce reaguji ionty H* kyseliny pfitomné v roztoku s pfidavanymi
OH™ ionty hydroxidu za vzniku molekuly H;O. Jakmile je veSkera kyselina zneutralizovdna,
dojde pfi dalsim pridavku hydroxidu ke vzniku nadbytku OH™ iont( v roztoku. Tento stav lze

urcit pomoci vhodného indikatoru, v naSem pripadé fenolftaleinu.

Postup prdce:

1. Do titra¢ni banky odpipetujte 5 ml roztoku HCI a pfidejte 2-3 kapky fenolftaleinu.

2. Titrujte 0,1M roztokem NaOH. Titrace je ukonéena v okamziku, kdyZ se posledni kapkou
pridavaného cinidla z byrety zbarvi titrovany roztok HCl docervena. Barevné zméné
indikatoru odpovida bod ekvivalence.

3. Titraci opakujte tfikrat a na zakladé priimérné hodnoty ze tfi titraci vypocitejte presnou

koncentraci roztoku HCI.

Vysledky:

VNaoH (mI) Vprl‘]m (ml) CHcl (M)
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3.4 Prakticka cast B — stanoveni disociacni konstanty TRIS

Postup prdce:

Pfed kazdym ponoienim pH metru do nového roztoku elektrodu oplachnéte destilovanou

vodou!

Kalibrace pH metru

1.

Stisknéte klavesu CAL. Zobrazi se indikatory ,,CAL” a ,,BUF“. Na sekundarnim displeji
LCD se zobrazi, 7.01“.

Ponorte elektrodu pftiblizné 4 cm do kalibraéniho roztoku o pH 7.01 (frita musi byt
v roztoku), umistéte teplotni sondu co nejblize k elektrodé a michejte.

Na LCD displeji bude po dobu 12 sekund blikat ,NOT READY“. Pokud se hodnota
nenachazi blizko zvoleného pH, budou blikat ,,WRONG“ a ,,WRONG BUF“. Pokud je
v blizkosti pH méfeného kalibra¢niho roztoku, displej se zméni na ,,READY“ a blika
»CFM*“.

Stisknutim klavesy CFM potvrdte kalibraci. Primdrni LCD displej zobrazi kalibrovanou
hodnotu, zatimco sekundarni LCD zobrazi druhy pufr, ktery se ma pouzit pro kalibraci
(pH 4,01).

Ponofrte elektrodu priblizné 4 cm do druhého kalibra¢niho roztoku o pH 4.01, umistéte
teplotni sondu co nejblize k elektrodé a michejte.

Na LCD displeji bude po dobu 12 sekund blikat ,NOT READY"“. Pokud se hodnota
nenachazi blizko zvoleného pH, budou blikat ,WRONG“ a ,,WRONG BUF“. Pokud je v
blizkosti pH kalibra¢niho roztoku, displej se zméni na ,,READY” a blika ,,CFM*“.
Stisknéte klavesu CFM. Pfistroj se vrati do normalniho rezimu. Hodnoty odpovidajici

pufrim pouzitym pro kalibraci se rozsviti.

Vlastni méreni

1. Do 75ml kdadinky napipetujte presné 1,0 ml roztoku TRIS a naredte jej 29 ml

destilované vody.

2. Do kadinky vlozte magnetické michadlo, kadinku postavte na magnetickou michacku a

spustte michani.
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3. Zkalibrovanou elektrodu oplachnéte vodou, osuste kouskem bunicité vaty a ponofrte
do nafedéného roztoku TRIS v kadince. Pfi ponoreni elektrody do roztoku si dejte
pozor, aby elektroda nebyla v kontaktu s michadlem a aby byla ponofena frita
elektrody.

4. Po ustaleni hodnoty na pH metru odectéte pH.

5. Do titrovaného roztoku pfidejte pipetou 1,0 ml odmérného roztoku kyseliny
chlorovodikové a po ustaleni hodnoty pH metru odectéte pH.

6. Tento postup opakujte az do konecéné spotieby 24,0 ml.

7. Doplite tabulku a vyneste v programu Excel titracni kfivku (zavislost pH na objemu
pridané kyseliny chlorovodikové) a prolozenim bod( uréete bod ekvivalence (inflexe
titracni krivky).

8. Vypoditejte koncentraci predloZzeného roztoku TRIS a v poloviné spotfeby k bodu
ekvivalence poté odectéte pKa TRIS.

9. Zhodnotte, v jakém rozsahu pH se da TRIS pouzivat jako pufr.

Vysledky:

Via (ml) pH cHa (mM) crris(mM) CHal/ CTris
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Titracni kfivka (zavislost pH na objemu pfidané kyseliny chlorovodikové)
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Titracni kfivka (zavislost pH na poméru koncentraci kyseliny chlorovodikové a
TRISU)

Odectéte pKa a zhodnotte, v jakém rozsahu pH se da TRIS pouZivat jako pufr

3.5 Prakticka cast C — stanoveni disociacnich konstanty kyseliny
fosforecné

Vlastni méreni

1. Do 75ml kadinky napipetujte pfesné 1,0 ml 0,3M roztoku kyseliny fosfore¢né a naredte
jej 29 ml destilované vody.

2. Do kadinky vloZte magnetické michadlo, kadinku postavte na magnetickou michacku a
spustte michani.

3. Zkalibrovanou elektrodu oplachnéte vodou, osuste kouskem bunicité vaty a ponorte
do naredéného roztoku kyseliny fosforec¢né v kadince. Pti ponofeni elektrody do
roztoku si dejte pozor, aby elektroda nebyla v kontaktu s michadlem a aby byla
ponofena frita elektrody.

4. Po ustaleni odectéte hodnotu pH.
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5. Do titrovaného roztoku pridejte pipetou 0,5 ml 0,1M roztoku hydroxidu sodného a po

ustaleni hodnoty pH metru odectéte pH.

6. Tento postup opakujte az do konecéné spotieby 15,0 ml.

7. Doplnte tabulku, vyneste v programu Excel titracni krivku (zdvislost pH na objemu

pfidaného hydroxidu sodného) a proloZenim bod( urcete body ekvivalence (inflexe

titracni krivky) poté odectéte jednotlivé hodnoty pKa kyseliny fosforecné.

8. Zhodnotte, v jakém rozsahu pH se da pouzivat fosfatovy pufr.

Vysledky:

Vnaon (ml)

pH

CNnaoH (MM)

Ck. fosforeéna (m M)

CNaOH/Ck. fosforeéna
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Titracni kfivka (zavislost pH na objemu pfidaného hydroxidu sodného)
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Titracni kfivka (zavislost pH na poméru koncentraci hydroxidu sodného a kyseliny
fosforecné)

Odectéte pKa a zhodnotte, v jakém rozsahu pH se da pouzivat fosfatovy pufr
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3.6 Prakticka cast D — stanoveni disociacnich konstanty kyseliny

citronové
Vlastni méreni

1. Do 75ml kadinky napipetujte presné 1,0 ml 0,5M roztoku kyseliny citronové a naredte
jej 29 ml destilované vody.

2. Do kadinky vloZte magnetické michadlo, kadinku postavte na magnetickou michacku a
spustte michani.

3. Zkalibrovanou elektrodu oplachnéte vodou, osuste kouskem bunicité vaty a ponorte
do naredéného roztoku kyseliny citronové v kadince. Pfi ponofeni elektrody do
roztoku si dejte pozor, aby elektroda nebyla v kontaktu s michadlem a aby byla
ponorena frita elektrody.

4. Po ustaleni odectéte hodnotu pH.

5. Do titrovaného roztoku pridejte pipetou 0,5 ml 0,1M roztoku hydroxidu sodného a po
ustaleni hodnoty pH metru odectéte pH.

6. Tento postup opakujte az do konecné spotreby 20,0 ml.

7. Doplite tabulku, vyneste v programu Excel titraéni kfivku (zavislost pH na objemu
pfidaného hydroxidu sodného) a proloZzenim bod( urcete body ekvivalence (inflexe
titracni krivky) poté odectéte jednotlivé hodnoty pKa kyseliny citronové.

8. Zhodnotte, v jakém rozsahu pH se da pouZzivat citratovy pufr.

Vysledky:

Vnaou (ml) pH cNaoH (MM) Ck. citronova (MM) | CNaoH/ Ck.citronova
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Titracni kfivka (zavislost pH na objemu pridaného hydroxidu sodného)
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Titracni kfivka (zavislost pH na poméru koncentraci hydroxidu sodného a kyseliny
citronové)

Odectéte pKa a zhodnotte, v jakém rozsahu pH se da pouzivat citratovy pufr
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Stanoveni vitaminu C

4 Uloha €. 3 Stanoveni vitaminu C

4.1 Filtrace
Filtrace je definovan jako proces, pti kterém jsou oddélovany faze propustnym

materialem, ktery umozni prichod pouze jedné z obou fazi. Nejcastéji se od sebe oddéluji

pevna faze od kapalné nebo plynné faze. Filtrace je v béZné laboratorni praxi velmi rozsitena.

V biochemii se nejcastéji setkdvdme z filtraci kapalin za ucelem odstranéni
mechanickych necistot nebo kizolaci pevné slozky, nap¥. pfi krystalizaci. Spravné zvoleni
filtracniho materidlu zavisi na charakteru filtrovaného roztoku. Rychlost filtrace zavisi na plose
a vlastnostech filtracniho materialu, na poctu a velikosti pérd, na tlaku a teploté v prabéhu
filtrace, na typu srazeniny a na viskozité filtrované kapaliny. Mezi filtra¢ni materidly jsou
fazeny filtracni papir, sklenéné nebo porcelanové frity, rizné skelné vaty nebo membrany
vyrobené z rlizného materialu. Pfi poufziti filtracniho papiru se vyuziva filtracni nalevka, do niz
se vklada vhodné sloZzeny papir. Filtracni papiry se zhotovuji s riznou velikosti péra, které
urcuji, jak rychle bude pres dany filtr kapaliny rychle protékat. Filtracni papir Ize sloZit do
nalevky v podobé hladkého filtru, ktery se zhotovuje ze ¢tverce filtracniho papiru slozeného
pravouhle na ¢tvrtiny a sestfizeného do tvaru kruhové vysece. Otevienim ndsledné vznikne
kuzelovy filtr, ktery filtruje pouze Spickou a pomérné pomalu. Rychlejsi filtrace Ize dosahnout
s pomoci skladaného filtru, tzv. francouzského filtru. Ptipravuje se z kruhové vysece
zhotoveného obdobnym zplsobem jako u filtru skldadaného, ale pfi rozlozeni na tvar
polokruhu se nasledné preklada smérem od stfedu k obvodu. Pfi skladani se dba, aby nedoslo
pfi nasobném prekladani k poskozeni filtru ve Spicce, tzn. jednotlivé zahyby nesmi prochazet
jednim bodem. Pfed vloZzenim do ndlevky se filtr rozloZi a obrati naopak, aby ptivodné vnéjsi
sténa tvofila sténu vnitini. Sklddany filtr se opirad o sténu nélevky jen hranami, ¢imz se zvétsuje

filtraéni plocha.

Nalevka s filtrem se vklada do filtra¢niho kruhu pfipevnéného na Zelezném stojanu.

Pod nélevku se umistuje nadoba, ktera slouZzi k zachycovani filtrované kapaliny. Stonek nalevky
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se pti filtraci musi Spickou dotykat stény nadoby Spickou Sikmého sefiznuti a mél by byt ve
dvou tretinach jeji vysky z dlvodu, aby filtrat nevstfikoval. Pfi filtraci je nutné roztok na filtr
nalévat po sklenéné tycince, kterd se ve vhodném uhlu nasméruje k filtraénimu papiru k trojité
papiroveé vrstvé, ¢imz se snizi moznost protrzeni papiru. Pfi filtraci srazenin je vhodné nejprve
nalévat Ciry roztok, ktery rychle protece jesté nezanesSenym filtrem a nasledné zbytek kapaliny
promichat se srazeninou a vSe nalit na filtr. Pro horké roztoky, u kterych dochazi po ochlazeni
k vylu€ovani rozpusténé latky na filtru, se pouZivaji nalevky s vyhfivanym plastém (plamen,
elektricky). Filtraci Ize také urychlit snizenim tlaku z prostoru pod filtrem. Pro tento typ filtrace
se pouziva porcelanovych Biichnerovych nalevek, sklenénych frit, nuci nebo filtracnich
kelimkul. Tyto zafizena se upevnuji v hrdle sklenénych odsdvacich banék s pomoci pryzové
vlozky nebo zatky a obvykle se mezi vyvévu a banku vklada navic pojistna sklenéna lahev, ktera
zabranuje vniknuti vody z vyvévy nebo naopak kapaliny z plné banky do vyvévy. Na dno
Blchnerovych nalevek se vklada kruh filtracniho papiru, ktery musi zakryvat vSechny otvory
nalevky a pred vlastni filtraci se musi zvlhéit matefskym roztokem nebo vodou. Filtrovany

roztok je opét vhodné nalévat po sklenéné tycince.

R ke N W

I

Skladdni hladkého a skladaného filtru
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4.2 Ultrdfiltace
Pro separaci nebo zakoncentrovani rozpusténych latek s molekulovou hmotnosti vyssi

nez 107 se vyuziva ultrafiltrace, cozZ je proces, pfi kterém rozpoustédlo a rozpusténé latky az
do urcité velikosti, o které rozhoduje semipermeabilni membrdana o definované pdrovitosti,
prochazeji touto membranou na zakladé tlakového gradientu. Pti ultrafiltraci Ize k vytvoreni
gradientu vyuzit bud pozitivni nebo negativni tlak. Pozitivni tlak se generuje nad filtrovanym
roztokem — retentatem — inertnim plynem (dusik, argon) az do 0,5 MPa anebo pUsobenim
odstredivé sily v centrifuze. Negativni tlak se generuje s pomoci vakua, které plsobi naopak v
prostoru jiz prefiltrovaného roztoku — difuzatu. Plati, Ze rozpoustédlo a rozpusténé latky s
mensimi relativnimi molekulovymi hmotnostmi neZ jsou péry v membrané, prochazeji do
difuzatu (ultrafiltratu). Latky s vy$simi molekulovymi hmotnostmi se naopak nad membranou
postupné zahustuji. Zakoncentrovany retentat lze dale redit Cistym rozpoustédlem a
pokracovat v ultrafiltraci, ¢imz Ize postupné snizit podil nizkomolekuldrnich latek v retentatu.
Hlavni vlastnosti membranovych filtrd uréenych pro ultrafiltraci musi byt dostatecna rychlost
propousténi rozpoustédla a nizkomolekuldrnich latek a aby soucasné jeho pdéry mély
standardni rozmér. Membranové filtry se zhotovuji z anizotropnich polymer( se Sitkou stény
0,1-1,5 um naparenych na podpudrny materidl, ktery ma sice podobné chemické slozeni, ale
jeho pory jsou podstatné vétsi. Priimér porl membranovych filtrd byva v rozmezi 0,1-50 nm,
které umoznuji délit Iatky s relativnimi molekulovymi hmotnostmi od 500 do 300000 Da. Podle
typu jsou odolné vici vodé a riznym organickym rozpoustédllim, Ize s nimi pracovat az do
teploty 200 °C a lze je vystavit plsobeni zfedénych kyselin, hydroxidd a oxidacnich latek. Pri
spravném zachazeni se mohou ultrafiltry pouzivat opakované, nicméné v takovém pfipadé je
nutné membrany uchovavat asepticky, napf. v 1% vodném roztoku azidu sodného nebo
20% etanolu denaturovaného 1% metanolem. Pro ucinnou ultrafiltraci se musi zajistit, aby se
zadrzované molekuly nehromadily na povrchu filtru a neucpavaly pory, ¢ehoz se dosahuje

kontinualnim michanim nebo probublavanim.
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Ultrafiltracni zarizeni od firmy Amicon s maximdInim objemem 10 ml

4.3 Plyny v laboratori

Plyny je mozZné v laboratofi pfipravit nebo zakoupit jako technické plyny ve stlacené

nebo zkapalnéné formé v ocelovych tlakovych lahvich. Pfi samotné dopravé se musi lahve

chranit pred ndrazem a hlavni ventily musi byt uzavieny a opatfeny ochrannym ocelovym

kloboukem. Na pracovistich musi byt lahve zajiStény proti padu retizky nebo byt upevnény do

zabudovaného zafizeni. Tlakové lahve nesméji byt umistény v blizkosti tepelnych zdroji a

mistnosti, v kterych jsou prechovavdny musi mit zvnéjsi strany tabulku suddnim

skladovaného technického plynu. Lahve s plyny téZsimi nez vzduch se neskladuji v prostorach

pod urovni terénu. Pfi pozaru je vidy nezbytné nejprve odstranit pravé tlakové lahve. Obsah

lahve se oznacduje barevnym pruhem pod jejim hrdlem se soucasnym vyrazenim jejich

technickych udaju.

Plyn Barva Plyn Barva

Acetylen bila Oxid dusny pasteloveé zelena
Amoniak fialova Oxid sificity perlové Seda
Dusik zelena Oxid uhlicity cerna
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Chlor Zluta Vodik cervena

Kyslik modra Vzduch stfibroseda

Plyny Ize vypoustét z lahve pres redukéni ventil, ktery je vidy pro dany plyn predem
urcen. Ventily k hoflavym plyntm jsou levotocivé, k ostatnim pravotocivé. Ventily se Sroubuji
na hlavni ventil, ktery slouZi pouze k otvirani nebo zavirani pfivodu plynu, pfes matici, ktera
musi mit neposkozeny tésnici krouzek. Pred vlastnim otevienim hlavniho ventilu na lahvi je
nutné zkontrolovat, zda je na doraz otevien regulacni Sroub na regula¢nim ventilu a pfipadné
uzavien uzaviraci ventil, pokud je jim vybaven. Nasledné se otvird hlavni ventil lahve s tim, Ze
se na manometru regulacniho ventilu ukaze tlak plynu, kterym je lahev naplnéna. Otacenim
regulacniho Sroubu se nasledné nastavi vysledny tlak na vystupu, a tedy i proud plynu, ktery
se bude odebirat po pozvolném otaceni uzaviraciho Sroubu na redukénim ventilu. Redukéni
ventily na kyslik se nesmi mazat organickymi mazadly a ani tésnici prvky nesmi byt
organického ptivodu z dlivodu mozné reakce a nasledné exploze. Pro velmi korozivni plyny
se vyrabéji jehlové ventily, u kterych se davkovani plynu reguluje s pomoci jehly, ktera se

zasouva do loziska.

Redukéni ventil, jehlovy ventil, tlakova Idhev

Biochemicka laboratorni technika 53



Uloha &.3
Stanoveni vitaminu C

Plyn se obvykle nezavadi do reakéniho prostoru pfimo, ale pfes pojistnou nadobu nebo
U-trubici, ktera brani pfipadnému vniknuti reagujicich kapalin do ventilu. Proudéni plynu se
kontroluje v promyvackdch, coz jsou nadoby naplnéné inertni kapalinou, v kterych Ize pocitat

mnozstvi bublin plynu, ktery pfes ni proudi.

vv v

Nékteré plyny nebyvaji komercné bézné dostupné a z toho dlvodu je nutné si je pripravit ve
vyvijecich plynd. Nejjednodussim zafizenim je Oswaldova banka, ktera je tvorena sklenénou
barikou (mUZe byt i odsdvaci) uzavienou zatkou, na kterou je pfipevnéna s horni strany délici
nalevka. Na dno banky se vklada pevna latka poptipadé jeji vodna suspenze, ke které se z délici
nalevky prikapava vhodna kapalina, se kterou latka v barice reaguje za vzniku Zadaného
plynného produktu. Uvolnény plyn se odvadi trubickou bud’z bocni strany u odsdvacich banék
nebo hornim vstupem tvorenym zatkou. Sofistikovanéjsi zafizeni je tzv. Kipplv pfistroj, ktery
je tvoren tfemi kulovitymi barftkami. Do stfedniho prostoru, v kterém je soucasné otvor se
sklenénym ventilem pro odvod generovaného plynu, se vklada pevna latka, kterd je soucasné
udrZovana dérovanou kruhovou desti¢kou. Do horni ¢asti se nalije takovy objem reagencni
kapaliny, aby zaplnila celou spodni ¢ast nadoby, coZ je mozné z diivodu jejiho propojeni's horni
¢asti pres dlouhou sklenénou tycinku, a dostala se do styku s tuhou latkou. Nasledné dojde
k reakci a za¢ne se uvolfiovat plyn. Je-li vystupni kohout uzavreny, vznikly plyn bude vytla¢ovat
kapalinu ze spodni ¢asti, ¢imz se prerusi dalsi vyvoj plynu. Kohoutem se tedy zadroven reguluje
vyvoj plynu. Horni rezervoar se vzdy uzavira zatkou, ¢imz se zamezuje Uniku nezadoucich plyn(

do ovzdusi.

4.4 Princip ulohy

Stanoveni koncentrace vitaminu C (kyseliny askorbové) je

HO
z klinického hlediska velmi dilezité. Pro méreni vitaminu C ve
vzorcich jidla, krve nebo moci bylo vyvinuto nékolik analytickych HO
metod. Jednou z téchto metod je Tillmansova redoxni titrace O @)
H
vitaminu C redoxnim indikatorem 2,6-dichloroindofenolem .
(DCIP) v kyselém prostredi. Kyselina askorbova redukuje DCIP HO OH

z oxidované formy (Cervend v kyselém prostfedi) na . ,
Kyselina askorbovad

redukovanou (bezbarva v kyselém prostiedi).

Biochemicka laboratorni technika 54



Uloha &.3
Stanoveni vitaminu C

Tento postup je jednoduchy a spociva v prvotnim naredéni vzorku k. metafosfore¢nou

a naslednou titraci DCIP. PGvodni roztok DCIP ve vodé je modry, v kyselém prostfedi vSak méni

barvu na ¢ervenou a po reakci s k. askorbovou je bezbarvy. Vzorky k analyze ¢asto obsahuji

stopy interferujicich latek. Jejich vliv lze eliminovat pfiddnim enzymu askorbdat oxidazy

k titrovanému vzorku a ndslednou analyzou stejného vzorku s a bez pfidavku enzymu.

HOWH?D\C c’KOH
—
CH
Hli‘!/ ““;{r,/\\o/c%
H

kys. askorbova
{bezbarva)

A N/
HO C‘J::( \\\\C H —Cf \C =0 _—
Hj \H H!{ \CJ

2, 6-dichloroindofencl

[Cerveny)
H H H cl
[ 0
"Oen, W4 \‘c —c/’ \c =ch
| b V2 A
/CHH‘:/I \ + HO—C / —n—c\ rf"c —on
ne oy \o/c% \t = ,! \c o
" Hj \H H/‘ \CI
oxidovana k. askorbova redukovany 2,6-dichloroindofenol
(hnéda) (bezbarvy)

Reakce DCIP s kyselinou askorbovou

Automatickd byreta se zasobni lahvi, Kippiv pristroj
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Jméno a UCO:

Obor:

Datum provedeni:

4.5 Prakticka cast — stanoveni presné koncentrace DCIP

Protoze je roztok DCIP ve vodé nestabilni, je tfeba pred kazdym stanovenim vitaminu C urcit

pfesnou koncentraci pouZivaného roztoku DCIP. Bod ekvivalence je indikovan v momenté, kdy

se veskeré mnozstvi kys. askorbové zredukuje a dalsi pridavek DCIP nasledné zplsobi zménu

barvy roztoku do r@iZzového az nacervenalého odstinu, coZ zpUsobi prebytek DCIP, ktery je

v kyselém prostredi ¢erveny.

Postup prdce:

1. Na analytickych vahdch navazte do 1,5ml| mikrozkumavky s pfesnosti na 0,0001 g

pfiblizné 5 mg kys. askorbové (prfesnou navazku uvedte a zohlednéte ve vypoctu) a

rozpustte je v 1 ml roztoku 4% k. metafosforecné/octové.

2. Do titracni barky pridejte 5ml roztoku 4% k. metafosforecné/octové a 100 pl

pripraveného roztoku k. askorbové.

3. Titrujte roztokem DCIP do trvalého rlizového zabarveni. Titraci opakujte trikrat.

4. Ze znalosti molarni hmotnosti vitraminu C a DCIP spocitejte teoretickou spotfebu DCIP

na standard vitaminu C a doplnte do tabulky.

Vysledky:

Voce (ml)

teoreticky

Vocie (ml)

Vprﬁm (ml)

Vocip/img ka (ml)
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4.6 Prakticka cast B - stanoveni vitaminu C v dZusu, ovoci a zeleniné

Postup prdce:

Stanoveni vitaminu C v dZusu

1.

Dobre promichejte dzus a 5 ml dZzusu naredte na objem 25 ml roztokem 4% k.
metafosforecné/octové.

Prefiltrujte zfredény roztok dzusu pres filtr do kadinky.

Do titracni barky pfidejte 5 ml prefiltrovaného roztoku a titrujte roztokem DCIP do
trvalého rizového zabarveni. Titraci opakujte dvakrat.

Pro stanoveni moznych interferujicich latek v dZzusu pridejte k 5 ml dZusu 10 pl roztoku
enzymu askorbat oxidazy (skladovan pfi =20 °C) a inkubujte 10 minut na stole. Poté
téchto 5 ml dZzusu nafedte na objem 25 ml roztokem 4% k. metafosforecné/octové.
Prefiltrujte roztok zfedéného dZusu pres filtr do kadinky.

Do titra¢ni bariky pfidejte 5 ml prefiltrovaného roztoku a titrujte roztokem DCIP do
trvalého rlizového zabarveni. Titraci opakujte dvakrat.

Stanovte koncentraci vitaminu C vdzusu v mg/100 ml a okomentujte pfitomnost

moznych interferujicich latek v dZusu.

Stanoveni vitaminu C v ovoci

1.
2.

Oloupejte ovoce a s prfesnosti na 0,1 g navazte 10 g vzorku.

Vzorek rozkrajejte na kousky a rozetrete v 10 ml roztoku 4% k. metafosfore¢né/octové.
Extrahovanou kapalinu odlijte do 25ml odmérné bariky.

Zbylé kousky ovoce v treci misce znovu rozetfete v10ml roztoku 4% k.
metafosforeéné/octové a extrahovanou kapalinu odlijte znovu do stejné 25ml
odmeérné bariky.

Dopliite 25ml odmérnou barku roztokem 4% k. metafosforeéné/octové po rysku.
Prefiltrujte roztok z odmérné barky do kadinky.

Do titracni banky pridejte 10 ml roztoku a titrujte roztokem DCIP do trvalého rGzového
zabarveni. Titraci opakujte dvakrat.

Stanovte koncentraci vitaminu C v ovoci v mg/100 g ovoce.

Biochemicka laboratorni technika 57



Uloha &.3
Stanoveni vitaminu C

Stanoveni vitaminu C v zeleniné pred a po povareni

1. Spresnosti na 0,1 g navazte dvakrat 10 g vzorku. Jeden vzorek dale zpracovavejte a
druhy dejte na 10 min vafit ve 40 ml destilované vody.

2. Vzorekrozkrdjejte na kousky a rozetrete v 10 ml roztoku 4% k. metafosforecné/octové.
Extrahovanou kapalinu odlijte do 25ml odmérné bariky.

3. Zbylé kousky ovoce vtfeci misce znovu rozetfete v10ml roztoku 4% k.
metafosforeéné/octové a extrahovanou kapalinu odlijte znovu do stejné 25ml
odmeérné bariky.

4. Doplnte 25ml odmérnou barku roztokem 4% k. metafosforecné/octové po rysku.

5. Prefiltrujte roztok z odmérné banky do kadinky.

6. Do titracni bariky pfidejte 10 ml roztoku a titrujte roztokem DCIP do trvalého rGzového
zabarveni. Titraci opakujte dvakrat.

7. Vzorek, ktery se 10 minut vafil ve vodé, zpracujte stejnym zplisobem.

8. Nasledné pridejte k 5 ml vody po vafeni 5 ml roztoku 4% k. metafosfore¢né/octové a
titrujte roztokem DCIP do trvalého riZzového zabarveni. Titraci opakujte dvakrat.

9. Stanovte koncentraci vitaminu C v zeleniné v mg/100 g vzorku pred a po povareni.
Okomentujte pripadné zmény v koncentraci vitaminu C po povareni.

Vysledky:

Koncentrace vitaminu C v dZusu:

Druh dzusu Vocie (ml) Vorim (ml) Cuit. C+interferent (Mg/100 ml)

Druh dZusu Voee (ml) Voram (ml) Cinterferent (Mg/100 ml)

Koncentrace vitaminu C v ovoci:

Druh ovoce Vocie (ml) Vpram (ml) c vit C (mg/100 g)
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Koncentrace vitaminu C v zeleniné:

Druh zeleniny Vocie (ml) Vorim (ml) cvitc (mg/100 g)

Koncentrace vitaminu C v zeleniné po povareni:

Druh zeleniny Voare (ml) Voram (ml) cvitc (mg/100 g)

Koncentrace vitaminu C ve vodé po povareni zeleniny:

Voar (ml) Vorim (ml) Cvitc (mg/100 ml)

Okomentujte zjiSténé koncentrace vitaminu C v analyzovanych vzorcich a zmény
v koncentraci vitaminu C po povareni.
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Uloha ¢4

Dialyza a gelovd chromatografie

5 Uloha ¢. 4 Dialyza a gelova chromatografie

5.1 Chromatografie
Chromatografie je obecné termin pro separacni metody, které jsou zaloZzeny na tvorbé

fazového rozhrani a rovnovaze, ktera se dynamicky utvafi mezi pevnou nepohyblivou
stacionarni fazi a druhou mobilni fazi. Pokud je stacionarni fazi sloupec pevné latky s velkym
povrchem, ktery tvori kolonu, jedna se chromatografii ve sloupcovém usporadani. V pfipadé
Ze je tenka vrstva kapaliny zapusténa v inertni pevné vrstvé v podobé papiru, jednd se o
papirovou chromatografii, jestlize je pevna faze vyrobena z celuldzy, silikagelu nebo oxidu
hlinitého, jde obecné o chromatografii na tenké vrstvé. Mobilni faze je vidy tvofena kapalnym
nebo plynnym skupenstvim a dle druhu fazové rovnovahy, ktera se utvafi mezi stacionarni a

mobilni fazi se chromatografie déli na adsorpcni, rozdélovaci, iontoménicové a afinitni.

Adsorpéni chromatografie je zalozena na dusledku rozdilné adsorpce latek
analyzované nebo separované smési na staciondrni fazi v disledku rozdilnych adsorpcnich

koeficientU.

Rozdélovaci chromatografie spociva principialné v odliSném rozdéleni plynnych nebo
kapalnych slozek smési v dusledku jejich rozdilnych rozdélovacich koeficientl mezi dvé spolu

nemisitelné kapalné faze, pficemz jedna z téchto fazi je vidy zakotvena na pevném nosici.

lontoménicova chromatografie nese v pevné fazi elektrostaticky aktivni chemické
skupiny, které zachycuji ionty z faze mobilni a vyménuji je za jiné. Metoda slouZi k separaci
elektricky nabitych [atek a podle toho, zda ionex zachycuje kationty nebo anionty, se déli na
katexy nebo anexy. Katexy nesou nejcastéji ve své strukture kyselé funkéni skupiny jako —
SO3H, —COOH nebo —OH a jsou oznadovany jako katexy v H*-cyklu. Anexy obsahuji naopak ve
své strukture bazické funkéni skupiny jako nejcastéji kvarterni amoniové soli —NH3*OH™ &i —
NR3*OH™. Ty jsou nazyvany jako anexy v OH™-cyklu. Matrice, na kterou se vazi aktivni skupiny,
musi byt inertni jako napf. polystyren sitovany divinylbenzenem, celuléza nebo gely na bazi

polyakrylamidu, dextranu ¢i agardzy.
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Afinitni chromatografie na rozdil od iontoménicové, kterd vyuzivd pouze
elektrostatické interakce, vyuziva i dalSich chemickych interakci (kovalentni, hydrofobni),
které se v hojné mife uplatiuji v reakcich mezi enzymem a substratem, protilatkou a
antigenem nebo lektinem a sacharidem. Prislusny substrat, antigen nebo sacharid se necha
navdazat na pevny inertni nosic, ktery potom selektivné vychytdva ptislusny enzym, protilatku
nebo lektin, které se potom obvykle v kolonovém usporadani vymyvaji zménou interakcnich

parametrd vhodnou mobilni fazi.

5.2 Gelova chromatografie
Gelova chromatografie patfi mezi zdkladni chromatografické metody, kdy vlastni

technika je zaloZena na déleni molekul prfedevsim podle jejich velikosti. Nicméné jelikoz tvar
a hydratace molekuly maji také vliv, jedna se soucasné o kombinaci rozdélovaci a adsorpcni
chromatografie. Jako staciondrni faze se pouzivaji porézni gelové castice s definovanou
velikosti péri slouzici jako molekulové sito. Molekuly vétsi nez poéry gelu nemohou pronikat
do porh a prochazeji pres kolonu, zatimco malé molekuly pronikaji do pérl gelu. Velké
molekuly tedy prochazeji kolonou rychleji, malé poté pomaleji, i kdyZz v praxi se mohou také
uplatfiovat i jiné interakce mezi ¢asticemi (adsorpcni, polarni apod.). Separované latky se
v ramci separace na koloné rozdéluji podle rozdélovaciho koeficientu Kq, ktery je definovéan
v rovnici (1), kdy u malych molekul se blizi jedné a u velkych molekul 0.

V-V
Kq ===

Ve—elucni objem
Vo— objem mobilni faze
Vs— objem kapaliny v pdrech

Jednotlivé typy gell se definuji s pomoci frakcionacniho rozsahu gelu, coZ je rozmezi
molekulovych hmotnosti nebo velikosti molekul, v némz jejich zména zplsobi zménu v
eluénim objemu, coz je objem mobilni faze, ktery proteée kolonou od naneseni vzorku az po
dobu, kdy se separovand latka z kolony vymyje. Nejcastéji pouzivanym typem gelu jsou
Sephadexy. Sephadexy se vyrabéji z ¢astecné nastépeného dextranu s relativni molekulovou
hmotnosti v rozmezi 10-10%, ktery vznikd ze sacharosy pUsobenim bakterie Leuconostoc
mesenterium. Dextranova vldkna se nasledné situji epichlorhydrinem. Stuper zesitovani a s

tim souvisejici velikost péru je ovlivnén vzajemnym pomérem epichlorhydrinu a dextranu.
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Jednotlivé typy Sephadex(i se oznacuji Cislici a pismenem. Pro déleni latek o vyssich
molekulovych hmotnostech slouzi napf. Sephadexy G-75, G-150 nebo jiné znacky gell jako je
Sepharosa, Sephacryl ¢i Bio-gel. V této uloze bude pomoci gelové chromatografie izolovan a-

laktalbuminu (14 kDa) s pomoci Sephadexu G-50, jednom z nejpouzivanéjsich gel(.

Gelové permeacni chromatografie se vyuZiva pro stanovovani relativni molekulové
hmotnosti makromolekul. Pfed vlastni chromatografii daného vzorku se uskutecni separace
standard( o zndmé relativni molekulové hmotnosti a z jejich elu¢nich objem( se sestroji
kalibracni kfivka zavislosti retencniho ¢asu nebo objemu na logaritmu molekulové hmotnosti.
Ndsledné retencniho ¢asu nebo objemu vzorku o nezndmé hmotnosti, ktery se nechd
separovat za stejnych podminek jako smés standard(, se odecte jeho relativni molekulovou
hmotnost. Odsolovani roztoki biopolymert pomoci gelové chromatografie neboli tzv. gelova
filtrace je dalSim z moZnych aplikaci této chromatografické metody a byva ji casto

nahrazovana dialyza predevsim z ¢asovych dlivod(.

5.3 Izolace o-laktalbuminu
MIéko obsahuje nékolik protein(i zahrnujici kaseiny (fosfoproteiny), 3-laktoglobulin, a-

laktalbumin, albumin a imunoglobuliny. a-laktalbumin ma molekulovou hmotnost 14,2 kDa a
obsahuje 129 aminokyselin. V mléku se vyskytuje v koncentraci kolem 1 mg/ml a je nezbytnou
komponentou systému pro syntézu laktézy. Abundantni proteiny mléka jsou kaseiny. Ty
mohou byt odstranény precipitaci okyselenim mléka na pH 4,6 pfi zvySené teploté a naslednou
centrifugaci. Zbyvajici supernatant nazyvany syrovatkou obsahuje prfevaziné a-laktalbumin
(14 kDa) a B-laktoglobuliny. Tyto proteiny mohou byt nasledné od sebe oddéleny pomoci

gelové chromatografie.

5.4 Dialyza

Dialyza vyuziva difuze nizkomolekularnich latek pres dialyzacni membranu s
definovanou velikosti pora, kterd je nepropustna pro latky s molekulovou hmotnosti vyssi,
neZz je velikost pord. Hnaci silou dialyzy je koncentracni gradient dialyzované latky. V
okamziku, kdy se koncentrace latek prochdazejicich membranou na obou stranach vyrovnaiji,
se proces zastavi. Rychlost dialyzy zavisi na koncentracnim spadu (zpocatku je nejrychlejsi,
postupné se zpomaluje), ktery je predevsim uréen pomérem objemu roztoku latky vné a uvnitf

membrany. Rychlost dialyzy ddle zavisi na teploté, velikosti por(i, na sile membrany a na
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velikosti jeji plochy. Priibéh dialyzy velmi urychluje michani a ¢astd vyména vnéjsi kapaliny
(dialyzatu). Dokonalé odstranéni nizkomolekuldrnich latek dialyzou trva az nékolik desitek
hodin. V této uloze bude dialyzou rozdélena smés dvou barevnych latek — Blue Dextranu
(rozpustny barevny derivat dextranu s relativni molekulovou hmotnosti cca 2 000 000) a

hexakyanozZelezitanu (relativni molekulovd hmotnost = 376,37).

5.5 Krystalizace
Jednou ze zadkladnich metod cCisténi pevnych latek je proces zvany krystalizace.

V biochemii se setkdme prevaziné s vyluCovanim rozpusténé pevné latky z roztoku, tzv.
krystalizaci z roztoku. Cisténa latka se musi rozpustit v prvni fazi ve vhodném rozpoustédle,
nasledné vydcistit filtraci a v poslednim kroku se latka opét vyloudi do pevné faze nejlépe
v krystalické formé. Krystaly je mozné ziskat z roztoku pouhym ochlazenim nebo je nutné
nejdrive roztok zahustit, napt. ultrafiltraci nebo odparenim, coz souvisi i s vlastni teplotni
stabilitou latky, kterou cistime. V ideadlnim pfipadé se vyloudi pouze Cista latka a necistoty
zGstanou v roztoku. Pokud neni mozné ziskat poZzadovanou cistotu, je nutné proces opakovat,
popft. se aplikuje frakéni krystalizace. Pokud ma néjaka latka krystalizovat z roztoku, je nutné
roztok presytit, ¢imzZ se porusi fazovd rovnovaha. Soucasné musi vznikat krystaliza¢ni centra
(jadra), coz jsou krystaly mikroskopické velikosti, na ktera pak krystal z dané latky narUsta.
Tvorba jader zavisi na intenzité chlazeni, na rychlosti michani, na teploté, na fyzikalné-
chemickych vlastnostech krystalizované latky a v neposledni fadé na necistotach obsazenych
v jejim roztoku. PFfi malém poctu center se obvykle tvori velké krystaly s plné vyvinutymi
plochami, naopak velky pocet jader podminiuje vznik drobnych krystald se Spatné vyvinutymi
plochami. Proto je ziskani optimalni velikosti krystal( je pro dokonalé vycisténi latky nezbytné,
jelikoz malé krystaly zadrzuji mnoho matecniho roztoku, Spatné se filtruji a promyvaji, kdezto
velké krystaly mohou pfipadné ve svych dutindch matecni louh i s necistotami zadrzovat.
Nékteré latky maji tendenci nekrystalizovat ani po jejich prekroceni soucinu rozpustnosti.
V tom pfipadé se mizZe krystalizace vyvolat tfenim stén kadinky sklenénou tycinkou nebo
naockovanim nékolika krystald krystalizované latky do roztoku. Doba krystalizace je
individualni a muazZe trvat i nékolik tydni, obzvlast v pfipadé krystalizovani nékterych
makromolekularnich latek, coz plati pfedevsim pro bilkoviny. Krystalizacni proces v neposledni
fadé souvisi s vhodnou volbou rozpoustédla. Obecné plati, Ze latky se rozpousti nejlépe

v rozpoustédlech, které jsou ji po chemické strance nejblize, coZz samozfejmé neznamen3i, Ze
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dana latka z takového rozpoustédla bude dobfe krystalizovat. Podstatnym poZzadavkem je, aby
rozdil rozpustnosti za horka a za studena byl co nejvyssi. V pripadé, Ze se takové rozpoustédlo
nepodafi nalézt, je nutné ¢ast rozpoustédla odstranit odparenim, ¢ehoz lze dosahnout
nasledujicimi zplsoby:

1. Volnym odpafenim na vzduchu nebo v exsikatoru, coz Ize pouZit jen pro rozpoustédla

s nizkym bodem varu

2. Odpatenim ve vodni lazni
3. Oddestilovanim rozpoustédla za normdlniho nebo snizeného tlaku, ¢&imz Ize
rozpoustédlo opakované vyuzit

Krystalizaci latky je moZné realizovat i vysrazenim obvykle pridanim dalSiho
rozpoustédla, vnémz je krystalizovana latka nerozpustna, ale soucasné byl s plvodnim
rozpoustédlem misitelné.

Krystaly, které se vySe popsanymi postupy ziskaji se od matecniho louhu oddéluji
filtraci na nuci nebo Blichnerové ndlevce. Pfed samotnou filtraci se filtr smaci vlastnim
rozpoustédlem a ndsleduje odsdvaci faze, kterd se provadi bez preruseni. Pfi filtrovani velkych
objem( se pres filtr nejdfive prelije Ciry matecni louh a potom se prevedou i krystaly se
zbytkem rozpoustédla. Zbytky krystald se prevadéji s pomoci filtratu po jejich opétovném
rozmichani. Zbytek mateéného louhu z filtru se odstranuje vymackanim s pomoci vhodnych
laboratornich pomlcek (sklenéné tycinky, porceldanové tlouky apod.) tak, aby nedoslo
k protrzeni filtru. Posledni fazi je promyti krystall nékolikandsobnym malym mnoZstvim
rozpoustédla, z néhoz byla krystalizace realizovéna, pticemz je nutné dbat zvysené opatrnosti
z divodu moznosti ¢astecného rozpusténi produktu obzvlasté v pripadech dobré rozpustnosti
latky v daném rozpoustédle, cemuZz lze alesponi c¢asteéné zabranit sniZenim teploty
promyvaciho roztoku. Matecné louhy po prvni krystalizaci obvykle obsahuji jesté znacné
mnozstvi produktu, takZe pokud je latka cenn3, je vhodné krystalizaci opakovat. U vétsSiny latek
rozpustnost s teplotou stoupa (endotermni déj), nicméné existuiji i latky jejichZ rozpustnost je
v zavislosti na teploté prakticky nezdavisi nebo dokonce klesa (exotermni déj). Posledni fazi je
oddéleni krystald nebo sraZeniny z filtru. Ze sklenéné frity nebo nuce lze produkt seskrabat,
coz ale nelze provést z Biichnerovou nalevkou. Zde se nalevka musi otocit stonkem vzhiru a

priklopit ze spodni strany nejlépe hodinovym sklem. Nasledné silnym fouknutim se zajisti, ze
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se filtr i slatkou vypadne na sklenénou predlohu. Produkt se nakonec opatrné odlepi

z filtra¢niho papiru.

5.6 Centrifugace
V biochemickych laboratofich je jednim zvelmi ¢&astych uUkonO centrifugovani.

Centrifugace (odstfed'ovani) umoznuje oddélovat jednotlivé slozky suspenze nebo emulze na
zakladé rozdilné hustoty. Lze ji vyuzivat obdobné jako filtraci, je ale rychlejsi a v nékterych
pfipadech lze efektivnéji oddélit pevnou a kapalnou fazi. Centrifugaci Ize také vyuzit ke
specialnim preparativnim a analytickym ucellm. Pfi odstfedovani plsobi na sedimentujici

Castice odstrediva sila P, kterd se vyjadfuje ndsledujici rovnici 2.
P=m-r w? (2)
m je hmotnost ¢astice, r je polomér otaceni a ® je Uhlova rychlost. V praxi se pouziva

relativni odstredivé zrychleni R, které udava, kolikrat je toto zrychleni vétsi nez zemské
gravitacni zrychleni g. Vypocet R je vyjadien nasledujicim vztahem (3) a uvadi se jako

charakteristika centrifugacniho procesu.
R=1118-7-N%2-107° (3)

N je pocet otdcek za minutu a r je polomér otaceni v cm. Vyrobci dodavaji k odstredivkam

nomogramy, z nichZ Ize hodnota R snadno odecist.

Centrifugy se od sebe lisi velikosti, dosahovanym zrychlenim a tvarem rotor(i. Rotory
s vykyvnym tvarem maji kyvety uloZzeny v pouzdrech, kterd jsou zavéseny v epech vlastniho
rotoru a kyvety jsou béhem odstfed'ovani ve vodorovné poloze. V rotorech s uhlovym tvarem

jsou kyvety drzeny v urcéitém uhlu k ose otaceni.

Centrifugy s vysokym stupném zrychleni se nazyvaji ultracentrifugy a lze na nich
dosahnout relativniho odstredivého zrychleni nad 100 000 x g. Prostor s rotorem se u téchto
pristroja pfi vlastnim odstfedovani musi evakuovat, ale Ize je diky vysokému vykonu pouzit
pro déleni biopolymer(i a bunécnych organel v hustotnich gradientech. Ultracentrifugaci lze
provadét jak v analytickém, tak i v preparativnim méritku. Analytické centrifugy jsou vybaveny

optickym zafizenim umoZziujicim sledovat rozhrani tvofend jednotlivymi sedimentujicimi
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latkami, coz v kone¢ném dlsledku umoznuje stanovit pres sedimentacni koeficient relativni

molekulovou hmotnost biopolymer( nebo bunécénych organel ¢i jednotlivych kompartmentda.

Jelikoz jsou centrifugy vyuzivany pfi prdci s biologickym materidlem, je nutné, aby byly
vybaveny chladicimi agregaty s termostaty, které zajistuji nastaveni teplot, které zabrani

pfipadnému rozkladu na teplotu citlivych latek.

Protilehlé kyvety museji byt béhem centrifugace staticky a dynamicky vyvazeny!
Kazda nepresnost ve vyvazZeni se projevi zvétSenim odstredivého tlaku na jednu stranu osy
a osa s nerovnovaznym zatizenim se snadno ohne nebo se poskodi loZisko. Pfi nevyvazeni
centrifugy se vidy objevi silné vibrace. Statického vyvazeni se dosahuje tak, Ze se na
technickych vahach s presnosti na jeden gram vyvazi protilehld pouzdra s kyvetami

naplnénymi roztokem uréenym k centrifugaci. Vétsi pozornost je tfeba klast dynamickému

Chlazend stolni centrifuga s uhlovym rotorem
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Jméno a UCO:

Obor:

Datum provedeni:

s v

5.7 Prakticka cast A - dialyza

Postup prdce:

Stanoveni moldrniho absorpcniho koeficientu hexakyanoZelezitanu

1. Odeberte 5 ul zdsobniho roztoku hexakyanoZelezitanu a doplite objem vzorku
(pipetou) destilovanou vodou na 1 ml.
2. Zmérte absorbanci vzorku pfi vinové délce 420 nm proti vodé. Namérenou hodnotu
absorbance zapiste.
Vyhodnoceni:

Vypoctéte molarni absorpéni koeficient hexakyanozelezitanu (délka optické drahy byla 1 cm)

a doplnte fyzikalni rozmér koeficientu:

Asz0 ¢ (mmol.I) K3[Fe(CN)]e €

Dialyza

Smichejte 0,5 ml roztoku Blue Dextranu a 0,5ml (nezfedéného) roztoku
hexakyanozZelezitanu.

Zmérte absorbanci roztoku pfi vinové délce 420 nm proti vodé. V pripadé, ze je
absorbance vyssi nez 1, roztok vhodné zfedte do kyvety a zmérte absorbanci znovu.
Dialyzac¢ni trubici uzavrete na jednom konci svorkou a napliite pfipravenym vzorkem.
Uzavrete i druhy konec trubice svorkou, vlozte ji do kadinky naplnéné 200 ml vody a
roztok v kadince michejte na elektromagnetické michacce.

Kazdych 15 minut odeberte z kddinky cca 1 ml dialyzatu, zmérte jeho absorbanci pfi
vinové délce 420 nm proti vodé (odebrany vzorek vratte zpét do kadinky).

Po 2 hodinach pozorujte barvu vzorku uvniti dialyzacni trubice a barvu roztoku
v kddince (pro pozdéjsi vyhodnoceni barvy si dialyzacni trubici a kadinku s dialyzatem

vyfotte na bilém pozadi).
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6. Zmérte absorbanci roztoku v dialyzaéni trubici pfi vinové délce 420 nm proti vodé.
V pfipadé, Ze je absorbance vyssi neZ 1, roztok vhodné zredte do kyvety a zmérte

absorbanci znovu.

VVyhodnoceni:

Cas [min] Aso v dialyzatu | c Ks[Fe(CN)]s (mmol.I?) v dialyzatu
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€as [min] Asxo v dialyzacni trubici ¢ Ks[Fe(CN)]e (mmol.I'?) v dialyzaéni trubici
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Do grafu zakreslete prubéh dialyzy (zavislost koncentrace hexakyanoZelezitanu draselného
na dobé dialyzy) a popiste. Porovnejte vzdjemné koncentrace hexakyanoZelezitanu
draselného na zac¢atku a na konci dialyzy v dialyzatu a v dialyzacni trubici a zdlivodnéte
pfipadné zmény.
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5.8 Prakticka cast B — priprava syrovdtky

Postup prdce:

1.

Odmérte do 50ml centrifugaéni zkumavky 25 ml polotuéného mléka a centrifugujte
15 minut pti 7 500 x g (centrifuga Eppendorf).

Po stoceni odstrarite lipidickou vrstvu plavajici nahofe a zbytek supernatantu odlijte do
malé 50ml kadinky.

Pomoci kyseliny chlorovodikové upravte pH supernatantu na hodnotu 4,6 ve dvou
krocich:

a) Nejprve upravte pH na hodnotu ptiblizné 5 pomoci 5M HCI (3—4 kapky).

b) Poté findlné upravte pH na hodnotu 4,5 pomoci 0,5M HCI.

Nasledné srazeny roztok v kadince inkubujte za stdlého michani po dobu 15 minut pfi
37 °C.

Poté prelijte srazeninu do 50ml centrifugacni zkumavky a centrifugujte 15 minut pfi
7 500 x g (centrifuga Eppendorf).

Odeberte supernatant a precistéte ho filtraci pfes 0,22um st¥ikackovy filtr.

5.9 Prakticka cast C — gelova chromatografie

Postup prdce:

1.

Odzatkujte kolonu naplnénou matrici Sephadex G-50 a nechejte pufr odkapat, az
hladina v koloné dosahne matrice.

Pomoci pipety naneste po kapkach 2 ml supernatantu precisténého filtraci.

Po naneseni nechte supernatant vsaknout do kolony, az hladina v koloné dosahne
matrice. Poté pomoci pipety naneste po kapkach 2 ml pufru a kolonu zazatkujte.
Zacnéte jimat frakce do 10ml zkumavek po 2 ml, kdy prdtok nastavte na 1-
2 kapky/sekundu. Celkem nasbirejte 15 frakci.

Poté si do novych 16 zkumavek napipetujte 2,0 ml ¢inidla Bradfordové a postupné
pridejte do zkumavek po 100 pl jednotlivych frakci a zkumavky promichejte na vortexu.
Do posledni 16. zkumavky pridejte 100 pl vody. Tato zkumavka bude pfi méreni
absorbance slouzit jako slepy vzorek.

Inkubujte zkumavky 15 minut na stole a poté zmérte absorbance pfi 590 nm, kdy jako

blank pouzijte zkumavku s vodou.
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VVyhodnoceni:

Do grafu poté zakreslete pribéh chromatografie na koloné naplnéné matrici Sephadex
G-50, kdy na osu x vyneste protekly objem a na osu y absorbanci pfi 590 nm. Pozorovany

vysledek zdlvodnéte.
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Uloha &5

Pocitani bunék a test viability

6 Uloha &. 5 Poéitani bunék a test viability

6.1 Mikroskopie
Mikroskopie je pozorovaci metoda, ktera slouzi ke sledovani raznych objektl ve

zvétSeném méfitku. V oblasti biologickych véd, v kterych je ¢asto nutné pozorovat buriky
v tkdnich, pletivech nebo mikroorganism(, se vyuzivd svételnd mikroskopie, ktera vyuziva
k zobrazeni elektromagnetického zareni ve viditelné oblasti. VysSiho rozliSeni a soucasné
zvétSeni Ize dosahnout elektronovou mikroskopii, kterd vyuzivd, jak z nazvu vyplyvad, svazku
elektrond, kterym je dany objekt vystaven. Mikroskopii lze provadét zplsobem, kdy
pozorovanym objektem svétlo prochdzi, nebo se nechd na povrch objektu svétlo pouze
dopadat. Dopadova mikroskopie mlze mit nékolik variant a fadi se do ni mikroskopie
vtemném poli, v ultrafialové, rentgenové ¢i infraCervené oblasti a fazové kontrastni,
fluorescencni, interferencni a polarizacni mikroskopii. Nejbéznéji byva objekt pozorovan ve
svételném poli, v kterém ma tmavy obrys na svételném zorném poli. Ve zvlastnich pfipadech

muze byt uspofadani inverzni, tj. svétly objekt je pozorovan v ¢erném poli.

Zakladnim prvkem svételnych mikroskopl je objektiv. Jeho Ukolem je vytvaret
zvétSeny prevraceny obraz objektu pozorovani v horni ohniskové roviné predmétu. Tento
obraz nasledné zvétsi okular. Celkové zvétseni mikroskopu se nasledné vypocita jako soucin
pficného zvétSeni objektivu a Uhlového zvétSeni okuldaru. Maximalni zvétSeni optického
mikroskopu obecné nemlze presahnout 2000, jelikoZ vétsi zvétSeni sice umozni vidét objekt
vetsi, ale neni jiz mozné rozlisit detaily a predmét se tak rozmazava. ZvétSeny obraz nakonec
registruje pozorovatel okem nebo se zaznamenad na fotograficky film ¢i CCD kameru. DalSimi
optickymi prvky jsou kondenzor s aperturni irisovou clonou, ktera reguluje mnozstvi svétla
vstupujiciho do objektivu. Vlastni mechanika mikroskopu je tvorena stativem, nohou stativu,
Srouby pro zaostfovani a doostteni, stolek pro umisténi preparatl, ménic objektiv(i a objimky
pro kondenzor a filtry. Osvétleni objektu pozorovani zajistuje lampa s kolektorovou ¢ockou

umisténa v noze stativu.
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Dulezitym parametrem mikroskopl je rozliSovaci schopnost jejich objektivl, kterd se

vyjadfuje numerickou aperturou. Numerickou aperturu vyjadfuje ndsledujici rovnice (1).
A=n-sinw (1)

n je index lomu prostfedi mezi objektivem a prepardtem a o je poloviéni otvorovy
Uhel, ¢imZ se rozumi polovina Uhlu, ktery sviraji protilehlé krajni paprsky vystupujici z objektu
a zaroven jesté vstupujici do objektivu. Numerickd apertura urcuje rozliSovaci vlastnosti
mikroskopu a limit uZite¢ného zvétseni. Ovliviiuje také svételnost mikroskopického obrazu,
ktera je pfimo Umérna apertufe a nepfimo Uumeérna druhé mocnice zvétSeni objektivu.
V neposledni fadé ma apertura vliv na hloubku ostrosti.

Rozlisovaci schopnost mikroskopu je jednou ze zéakladnich vlastnosti mikroskoptl a
popisuje schopnost pfistroje odliSit od sebe 2 body. Zavisi na vinové délce pouzitého svétla,
indexu lomu prosttedi a na vlastnostech objektivu. Obecné plati, Ze neni mozné rozlisit od
sebe 2 body bliz§i nez polovina vinové délky pouzitého zareni. Rovnice, kterd rozliSovaci

schopnost mikroskop( popisuje je ndsledujici rovnice (2).
= 0.61 A 2
a=0. 2 (2)

Cisténi optickych ¢asti se provadi vatovymi tampdny, které se namaceji do prostredkd
na Cisténi optiky, 50% roztoku isopropylalkohol s pfidavkem 1% roztoku laurylsiranu sodného
(SDS) nebo xylenu. Nikdy by se nemély pouzivat korozivni latky a rozpoustédla. Prach se
odstranuje ofukovanim napt. balénkem. Z mechanickych ¢asti se prach odstranuje jemnym

stéeteckem.

PodlozZni sklicko, kryci sklicko, Biirkerova komurka
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o

Binokuldrni svételny mikroskop

Postup mikroskopovdni

1) Zkontroluje se Cistota optiky.

2) Do optické osy mikroskopu se nastavi objektivy o mensim zvétseni (4x nebo 10x).

3) Zorné pole se osvétli a upravi se rozestup okulara.

4) Preparat se poloZi se na mikroskopovaci lavici (stolek) a upevni se.

5) Vyhleda se obraz a zaostfi se. IdedIné je vhodné se divat na vrchol objektivu a soucasné
makrometrem objektiv spoustét az do tésné blizkosti preparatu. Ndsledné je mozné
zvedat tubus za soucasného sledovani zorného pole okuldarem.

6) Ovéri se, zda je vidét obéma okulary stejné dobre.

7) Obraz se doostfi mikrometrickym Sroubem.

8) Nasledné se muUzZe pohybovat preparatem a soucasné identifikovat nejvhodnéjsim
misto na preparatu pro pozorovani.

9) Pro vlastni mikroskopovani se vyméni objektiv podle potreby za jiny a zkontroluje se
nastaveni vhodné numerické apertury. K zaostreni pak jiz sta¢i mikrometricky Sroub.

10) Po nastaveni potiebného zvétSeni se upravi intenzita a kontrast svétla pomoci clony

nebo kondenzorem.
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6.2 Pocitani bunék
Jednou z nezbytnych dovednosti pti praci s biologickym materidlem je stanoveni poctu

bunék ve vzorku. V soucasné dobé se v praxi k pocitani bunék vyuZzivaji predevsim specialni
pristroje zajistujici rychlé a automatizované pocitani bunék ve vzorku, ale v ramci vyzkumu se
mlzZeme jeSté stale setkat i svyuZitim pocitacich komlrek ve spojeni se svételnym
mikroskopem. Pocitaci komUrky jsou tvoreny silnym podloZznim sklem se dvéma vyrytymi
pocitacimi sitémi s pfesné danou plochou a hloubkou, kdy nej¢astéji vyuzivanou pocitaci
komdarkou je Blrkerova komurka. Pocitaci sit této komUrky je tvorena 9 velkymi ¢tverci (kazdy
o plose 1 mm?), které jsou déle rozdéleny do 16 mensich &tverct (jejich plocha je 0,04 mm?)

(Obrazek 1).

Aby se v rdmci pocitani bunék pomoci pocitacich komUrek zabranilo dvojimu pocitani
bunék, zapocitavaji se pouze ty bunky, které se nachdzeji uvnitr ¢tverce a buriky, které se z
vnitfni nebo vnéjsi strany dotykaji dvou stanovenych stran (napf. horni a levd) (Obrdzek 1).

Pro stanoveni mnozstvi bunék v 1 ml suspenze se pouZziva vypocet:

X_a-1000
" n-V

X —koncentrace bunék v 1 ml suspenze

a — stanoveny pocet bunék

n — pocet opakovani (pocet spocitanych ¢tvercli — alespon deset)
V — objem pocitaného uUtvaru

mm

mm

—1mm

s s v

Obradzek 1 Pocitaci sit Biirkerovy komurky a pravidlo pro pocitdni ¢dstic v pocitaci komdrce. Do
celkového poctu cdstic se zapocitavaji pouze ty, které lezi nebo se dotykaji dvou zvolenych
stran, v tomto pripadé horni a levd (oznaceny cCerné).
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6.3 Stanoveni Zivotaschopnosti bunék
Jednim se zakladnich parametrll pfi praci sburfkami je stanoveni jejich

zivotaschopnosti (viability) vyjadiené pomérem Zivych k celkovému poctu bunék v populaci
(zivé plus mrtvé bunky). Test Zivotaschopnosti ma v praxi znacny vyznam pfi kontrole
Zivotaschopnosti mikroorganism( béhem kultivace, kdy sledujeme jejich odpovéd (zménu
poctu) na pridavek ¢i ubytek rdznych latek ¢i na fyzikdlni proces. Jedna skupina metod pro
analyzu viability je zaloZena na neporusenosti a selektivni propustnosti plazmatické
membrany Zivé buniky a vyuZiva barviv s nizkou molekulovou hmotnosti nesoucich kladny
nebo zdporny ndboj. Zivé buriky se priiniku barviva ,brani“ svymi kanalky v membrang;
nepropusti jej tedy nebo jej odbouraji. K barveni se vyuzivda netoxickych barviv. Tyto
slou¢eniny mohou prochdzet pouze pres porusenou membranu mrtvych bunék, zatimco zivé
buriky je nepropusti a zistavaji nezbarvené. Pfikladem barviva vyuzivaného pro kolorimetrické
stanoveni bunécné viability mize byt napfiklad trypanova modr (Obrazek 2A) a zastupcem

barviva vyuzivaného pro fluorescencni stanoveni Zivotaschopnosti propidium jodid (Obrazek

28).
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Obrdzek 2 Chemickd struktura trypanové modfri (A) a propidium jodidu (B).

Pichia pastoris

V ramci cviceni pouzijeme kvasinku Pichia pastoris patfici mezi eukaryontni kvasinkové
organismy hojné vyuZivané pri heterologni expresi protein( v bioreaktorech a slouzici
spole¢né se Saccharomyces cerevisiae jako modelovy eukaryontni organismus.
Botanicky je fadime mezi houby — vzhledem k jejich velikosti mezi mikromycety spolu s
plisnémi. Kvasinky jsou vétSinou jednobunécné organismy rozmnoZujici se puéenim nebo
délenim tvofici na pevnych médiich kolonie a askospory. Vétsina kvasinek ma nizkou teplotni

odolnost.
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6.4 Barveni bakterii ve vzorku jogurtu dle grama

Mlécné kvaseni je proces anaerobniho kvaseni probihajici za pfritomnosti bakterii
mlécného kvaseni. V rdmci procesu mlééného kvaseni bakterie vyrabéji z jednoduchych
sacharidd (hlavné mono-, di- a oligosacharidd) kyselinu mlé¢nou. Diky bakteriim mlééného
kvaseni neupravované mléko béhem _
i '7‘ f\ "\“ﬁ v
24hodin  (pfi teploté 15-35 °C) A
samovolné kysne. V potravinarském

é\ "j\

pramyslu  jsou napf. bakterie

mlééného  kvadeni wyuzivany k ’.*i“
1
1

pfipravé fady mlécnych vyrobku ,{
\.._ \
r“l

Eﬁf‘r'ﬂ ‘th P

/""\ \
3 -.......'§ ﬁ | r N
I

Ukdzka bakterii Lactobacillus acidopihlus (vlevo)
Streptococcus lactis (vpravo)

(jogurty, podmasli, zakysy, acidofilni
mléko, kefir, apod.). Zastupci bakterii
mlééného kvaseni v  mlécnych
vyrobcich jsou napf. streptokoky
(Streptococcus lactis; S. termophillus), diplokoky (Diplococcus cremoris) a tycinkovité

laktobacily (Lactobacillus bulgaricus; L. jogurti; L. acidopihlus).

Metoda barveni dle Grama je zaloZzena na rozdilném sloZeni bunécné stény gram-
pozitivnich a gram-negativnich bakterii, jejimz vysledkem je rozdilna reakce nékterych latek v
bunécné sténé bakterii. Jedna skupina bakterii obsahuje kyselinu teichovou, ktera po obarveni
krystalovou violeti a Lugolovym roztokem vytvofi pevny barevny komplex, ktery se nevymyva
etanolem nebo smési etanolu a acetonu. V preparatu maji tyto bakterie barvu krystalové
violeti - fialovou aZz modrofialovou a jsou nazyvany jako grampozitivni (G+). Druha skupina
bakterii neobsahuje kyselinu teichovou v bunécéné sténé, takze nedochazi k tvorbé komplexu
a krzstalova violet se etanolem nebo smési etanolu a acetonu vymyva. Po nasledném
dobarveni preparatu barvivem karbolfuchsinem nebo O-safraninem se tyto bakterie obarvi na

rdzovo a jsou nazyvany jako gramnegativni (G-).
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Jméno a UCO:

Obor: Datum provedeni:

s v

6.5 Prakticka cast A — stanoveni koncentrace bunék v suspenzi

Postup prdce:

1. Dobfe zhomogenizujte bunéénou suspenzi pomoci vortexu.

2. Napipetujte 15 pl bunécné suspenze do kratsi pricné jamky Birkerovy komurky a
jamku prekryjte krycim sklickem tak, aby se suspenze nasdla pod sklicko a
rovnomérné pokryla celou pocitaci plochu kom(rky.

3. Birkerovu komurku vloZte do zorného pole mikroskopu a pti zvétSeni objektivu (4x)
najdéte pocitaci sit. Pfi vétsim zvétSeni objektivu (40x) potom spoditejte burky
v 10 pocitacich ¢tvercich.

5. Vypoditejte primérny pocet bunék v 10 ¢tvercich.

6. Stanovte koncentraci bunék v 1 ml suspenze.

7. Poté bunécnou suspenzi 10x ziedte pridanim PBS pufru a stejnym zpUsobem jako
s nefedénou suspenzi napipetujte 15 pl bunécné suspenze do Bilirkerovy komurky.

8. Spocitejte buriky v 10 Ctvercich, stanovte koncentraci bunék v 1 ml suspenze.

Vysledky:

Pocet bunék P. pastoris

~

Ctverec 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Primér

1x redéné

10x fedéné

Zhodnotte vysledky obou poditani bunék P. pastoris.
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6.6 Prakticka cast B — hodnoceni viability bunék trypanovou modri
Postup prdce:

1. Navortexu zhomogenizujte suspenzi kvasinek a pfipravte si dvé 1,5ml mikrozkumavky.
2. Do kazdé napipetujte 100 ul kvasinkové suspenze.
3. Jednu mikrozkumavku inkubujte po dobu 10 minut v termobloku predehifdatém na
90 °C. Druhou mikrozkumavku inkubujte na stole pfi pokojové teploté.
4. Po uplynuti doby inkubace smichejte 50 pl vzorku kvasinek s 50 ul 0,4% roztoku
trypanové modfi.
5. Napipetujte smés trypanové modfi a kvasinek do Zlabku uprostied Blrkerovy komUrky.
6. Prikryjte krycim sklickem a pozorujte suspenzi pod mikroskopem.
7. Zhodnotte pomér Zivych bunék (neobarvené, silné svétlolomné) a mrtvych bunék
(modré) z celkového poctu 10 pocitacich ¢tvercd na vzorek.
Vysledky:
Stanoveni viability suspenze P. pastoris
Ctverec 1] 2|3 |4 /|5 |6 | 7| 8| 9 | 10 |Pramér
Zivé bunky

Mrtvé buriky

Viabilita (%)

Stanoveni viability suspenze P. pastoris po inkubaci pfi 90 °C

Ctverec 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Pramér

Zivé buriky

Mrtvé buriky

Viabilita (%)

Zhodnotte vliv teploty na viabilitu kvasinky P. pastoris.
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6.7 Prakticka cast C — priprava preparatu bakterii z jogurtu
Postup prdce:

1.

Do kapky destilované vody na podloznim sklicku pfidejte sterilnim bakteriologickym
ockem malé mnozstvi jogurtu o velikosti cca Spendlikové hlavicky.

Pomoci bakteriologického ocka preparat dikladné rozetrete po celém povrchu sklicka,
nechte preparat oschnout a nasledné fixujte preparat plamenem tak, Ze skli¢ko t¥ikrat
protdhnéte nad plamenem kahanu.

Nasledné na preparat nakapejte methylenovou modf a nechte barvivo plisobit po dobu
5 minut.

Poté barvivo oplachnéte destilovanou vodou a podloZni sklicko s prepardtem nechte
oschnout.

Mikroskopujte bez vody a kryciho skli¢ka pfi zvétSeni objektivem 100x pod imerznim
olejem.

Vyfotte.

s v

6.8 Prakticka cast D — barveni bakterii podle Grama
Postup prdce:

1.

Ptipravte si preparat dle bodd 1 a 2 z predchozi ulohy. Vedle jogurtové kultury
obdobné na stejné podlozni sklicko rozetrete bakterii Escherichia coli a Staphylococcus
intermedius, popf. mutans.

Takto pfipraveny oschnuty a zafixovany preparat vlozte do nadobky s krystalovou
violeti a nechte pUlsobit 20 sekund.

Nasledné oplachnéte krystalovou violet ze sklicka nad vylevkou pomoci Lugolova
roztoku a nechte Lugollv roztok plsobit 20 sekund.

Poté preparat odbarvéte aceton-ethanolovou smési tak, Ze odbarvovaci smés lijte
opatrné na zesSikmené sklicko nad natér a ndsledné dobre oplachnéte destilovanou
vodou.

Preparat dobarvéte zifedénym O-safraninem po dobu 1 minuty a nakonec ho
oplachnéte vodou a nechte oschnout.

Mikroskopujte bez vody a kryciho sklicka pfi zvétSeni objektivem 100x pod imerznim
olejem.

Vyfotte.

Biochemicka laboratorni technika 79



Uloha ¢.5
Pocitani bunék a test viability

PriloZte fotografie preparatii a okomentujte pozorované tvary bakterii a uvedte, jaky
typ bakterii dle Gramova barveni se v jogurtu vyskytoval.
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Izolace lipid( z muskdtového ofisku

7 Uloha &. 6 Izolace lipidi z muskatového ofisku

7.1 Extrakce
Proces, pfi kterém se latka, kterd je rozpusténa nebo suspendovana v jedné fazi,

prevede do faze jiné, je nazyvan jako extrakce. Rozdéleni rozpusténé latky mezi dvé rGzné
kapalné faze A a B se fidi Nernstovym rozdélovacim zakonem, ktery je vyjadien ndsledujici

rovnici (1).

_c(4)
=W

K je rozdélovaci koeficient, dle kterého je pomér koncentraci extrahované latky vzajemné
nemisitelnych kapalin A a B pfi urcité teploté po dosazeni rovnovahy konstantni. Jestlize je
latka v extrakénim rozpoustédle lépe rozpustnd nez v rozpoustédle, které tvofi druhou fazi,
bude extrakce probihat tim Iépe, ¢im je extrakéni koeficient vice odliSny od jedné. V pfipadech,
kdy je extrakéni koeficient nizsi nez 100 vidy plati, Ze jedina extrakce nebude dostatecna je
nutné proces opakovat vicendsobné s cerstvym rozpoustédlem. V pfipadé, Ze jsou
extrahovany dvé latky s rozdélovacimi koeficienty K1 a K3, tak by mélo dojit v idedlnim pripadé
k rozdéleni mezi dvé faze zcela nezavisle. Plati, Ze pokud je rozdil mezi jejich rozdélovacimi
koeficienty od sebe velké, |ze je extrakci rozdélit. Miru obtiznosti déleni dvou latek se vyjadfuje

délicim faktorem f, pro ktery plati nasledujici vztah (2).

Délici faktor je vidy roven nebo vétsi nez 1 a pokud dosahuje hodnoty 100 nebo vyssi, Ize dvé
latky jednoduchou extrakci rozdélit. Vymeéna latky probiha pouze na fazovém rozhrani, a proto
je nutné zarudit vzdy nejvétsi plochu kontaktu obou fazi. Z toho dlivodu se kapalné faze tfepou
nebo rozptyluji pomoci frit, pevné faze se pred extrakci praskuji. Existuje nékolik typU extrakci,

jejichz vycet nasleduje.
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Digesce — latka v pevné fazi se pfi zvySené teploté extrahuje opakovanymi davkami
rozpoustédla. Obvykle se pevna latka zahtiva spolu s rozpoustédlem pod zpétnym chladi¢em,

napf. v Soxhletové pristroji.

Soxhletiv pristroj, extrakéni ndstavec dle Soxhleta

Ve varné barice se rozpoustédlo odparuje s tim, Ze pary vzlinaji pres Sirokou trubici na
pravé strané Soxhletova ndastavce do zpétného chladice, v kterém rozpoustédlo opét
kondenzuje, a stéka zpét do papirové patrony, ktera je umisténa ve stfedni nejsSirsi ¢asti
Soxhletova nastavce. V patroné je soucasné umistén pevny extrahovany material. Jak
postupuje odparovani rozpoustédla v ¢ase, tak se jim zaroven pini patrona. Po dosaZeni
hladiny rozpoustédla urovné tenké prepadové trubicky, dojde k preteéeni jiz roztoku
rozpoustédla s extrahovanou latkou zpét do varné barky, pficemzZ proces stale probihd do
doby, neZz se zahfivani prerusi. Timto zpusobem lze vyextrahovat znacné mnozstvi latky

s vyuzitim relativné malého mnozstvi rozpoustédlia.
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Macerace — latka v pevné fazi se pfi laboratorni teploté extrahuje opakovanymi

davkami rozpoustédla.

Perkolace — latkou v pevné fazi se nechd vlastni vahou propoustét rozpoustédlo a
prodly roztok je nasledné zachycovan. Hladina rozpoustédla v perkoldtoru se udriuje

privadénim Cistého rozpoustédla.

Vytiepavani — latka z jednoho rozpoustédla do druhého je extrahovana jednou nebo
opakované v délici nalevce. Plati, Ze nalevka nesmi byt naplné z vice nez 2/3 objemu, pricemz
se protfepava s uzavienym kohoutem a zatkou, kterd se soucasné pridrzuje. Rovnovaha mezi
fazemi se ustali po pferuseni tfepani a po otevieni horni zatky, ¢imz se soucasné uvolni vznikly
pretlak par. Extrakce se opakuje obvykle nejméné 3—4krat. Casto pouZivana extrakéni ¢inidla

jsou ether, benzen, n-hexan, etylester kyseliny octové, kterd maji nizsi hustotu nez voda nebo

dichlormetan, chloroform a chlorid uhlicity, ktera jsou naopak hustéjsi nez voda.

Perforace — latka v roztoku se nechd kontinudlné extrahovat rozpoustédlem, cehoz Ize

YN

dosahnout i v protiproudém usporadani.

Roztifepdvani — latka se extrahuje preruSované v protiproudém usporadani mezi dvé

kapalné faze.

Protiproudné kolony — latka se nechd extrahovat kontinudlné v protiproudném

7

usporadani mezi dvé kapalné faze na koloné.

Rozdélovaci chromatografie — latka se necha plynule extrahovat mezi dvé kapalné

faze, z nichz je ale jedna zakotvena na inertnim nosici.

(GCHEMGLASS \ PR J
.
P
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~
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Extraktory pro kontinudlni extrakci kapalin, zpétny chladi¢ dle Friedrichse a dle Dimrotha
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7.2 Destilace za sniZeného tlaku
Latky, které se pfi svém bodu varu nebo i pfi nizSich teplotach rozkladaji, nebo které

maji bod varu pfilis vysoky, se destiluji vakuové, tedy za snizeného tlaku. Bod varu kapaliny
je obecné teplota, pfi které tlak pary této kapaliny bude roven tlaku okoli. Pokud se tedy podafri
snizit tlak atmosféry nad kapalinou, musi se sniZit i jeji bod varu. V destila¢ni aparature se vidy
pouziva banék s kulatym dnem, jelikozZ jen ty jsou schopny snést podtlak, ktery se v aparature
vytvofi. Aby se zamezilo netésnosti a tlak byl skutec¢né nizsi oproti okoli, musi byt normované
sklenéné zabrusy vidy namazdny silikonovym, Ramsayovym nebo jinym tukem. Destila¢ni
aparatura se pripojuje ke zdroji vakua, coz mlize byt vodni nebo olejova vyvéva, pres pojistnou
nadobu, aby se zabranilo vniknuti vody z vodni vyvévy pfi moiném poklesu tlaku ve
vodovodnim fadu, a kterda musi byt navic chlazena tekutym dusikem nebo pevnym oxidem

uhli¢itym, aby se zabranilo moznému pronikani par destilované latky do olejové vyvévy.

Jednou z moZnosti odparovani stiednich objem je z pomoci vakuové rotacni odparky.
Ta se sklada z odparovaci bariky, pohonné jednotky, z vhodného chladi¢e s kondenzacni
bankou a samozifejmé zdroje vakua. Odparovaci banka se béhem destilace ponofuje do
vyhfivané vodni |azné s tim, Ze rotaci se zaroven zajisti intenzivni michdni spojené se stalym
obnovovanim tenkého filmu odpafované kapaliny na vnitfni strané odparovaci bariky.
Soucasné se tak zabranuje vytvareni utajeného varu, ktery je pfi nizsim tlaku ¢astéjsi nez pfi
destilaci za normalniho tlaku. Utajovanym bodem varu se rozumi metastabilni stav, ktery
vznika pfi prehrati kapaliny o nékolik stupnd nad jeji skute¢ny bod varu pfi daném tlaku.
Nahodny impulz potom vyvold
prudky var, obvykle nasledované
vzkypénim a pretecenim smési do
chladi¢e, popf. az predlohy. Pary

odparované kapaliny kondenzuji ve

vodnim chladic¢i, umisténém meazi
zdrojem vakua a odparovaci barikou,

pricemz se odvadéji do barky

kondenzacni.

Schéma destilacni aparatury za sniZzeného tlaku
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Rotacni vakuovd odparka
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Odparovani malych objemu Ize provadét v exsikatorech nebo vakuovych exsikatorech
s vhodnou susici latkou, kterd bude pftislusné rozpoustédlo absorbovat, coZ je v biochemii

prevazné voda. V Tabulce 1 jsou uvedeny vybrana susici ¢inidla a jejich Uc¢innost.

Tabulka 1
Zbylé mg vody v 1 dm3 Zbylé mg vody v 1 dm3
L suseného vzduchu pfi 25 C el suseného vzduchu pfi 25 °C
CuSOg4 1,4 H2S04 (98%) 0,003
CaClz 0,14-0,25 CaClz 0,00002
KOH 0,002 Mg(ClO4)2.3H,0 0,03

Dle zplsobu jak suSidlo odnima vodu se déli na hygroskopické latky, které tvofi
hydraty, coz jsou obvykle bezvodé soli nebo nizsi hydraty (Mg(ClO4),, Mg(Cl04),.3H20, K2COs3,
Na>S04, CuSO4, KOH), latky, které reaguji s vodou chemickou reakci (B.0O3, BaO, CaO, Na, K,
P4010) a latky, které vazi vodu adsorpci fyzikdlnimi silami (silikagel, Al,03, molekulova sita).
Vhodnost susidla definuje susici u¢innost, kterou se rozumi dosazitelny stupen vysuseni dané
latky, a susici kapacita, kterou definuje mnozstvi vazané vlhkosti na hmotnost susidla. Susidlo
by mélo byt v podminkach suseni stalé, inertni k susené latce, mélo by pUsobit rychle a byt pro

dany typ suseni ve vhodné formé.

Exsikator, vakuovy exsikdtor a molekulova sita
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7.3 Sublimace
Stejné jako u kapalné faze tak tenze par pevnych latek se s rostouci teplotou zvysuje.

Procesem sublimace Ize prevést do plynného skupenstvi nékteré latky, aniz by roztaly a
nasledné lze zménit jejich skupenstvi na pevné zkondenzovanim na vhodném chlazeném
povrchu. Bod sublimace je definovan jako teplota, pfi niz se tenze par pevné latky vyrovna
s okolnim tlakem. Sublimace podobné jako napf. krystalizace nebo destilace se radi do
zakladnich metod slouzicich pro ¢isténi a separovani latek. Vyhodami sublimace je obecné
nepritomnost mechanickych nedistot v sublimovaném preparatu a malé ztraty. Jednoducha
sublimace Casto dokaze nahradit opakovanou krystalizace, nicméné ne vidy tato metoda
mUze nahradit krystalizaci nebo destilaci. Rozmezi teplot a tlakll, za nichZ Ize danou latku
presublimovat, se zjistuje z jejiho fazového diagramu. Zafizeni a zplsob sublimace se fidi podle
vlastnosti latky, kterou sublimujeme. Cim je nizsi teplota chlazeného prostoru, v némz péry
kondenzuji, tim se vytvari jemnéjsi krystaly pevné latky, naopak vyssi kondenzacni teploty
podporuji vznik vétSich a |épe vyvinutych krystalG. Sublimaci Ize provddét za normdlniho
(atmosférického) nebo snizeného tlaku. Zatizeni pro sublimaci za normalniho tlaku lze sestavit
z kadinky, na jejimz dné se vtenké vrstvé rozsype sublimovand latka a z kulaté barky
s protékajici vodou, kterd kadinku musi uzavirat, ¢imz také soucasné slouzi jako chladi¢. Nékdy
se systém muZe obohatit jesté o vnitfni kadinku, na kterou se poklada perforovany filtracni
papir, ktery ma za Ukol zabrdanit znecisténi sublimatu pevnymi ¢asticemi. Pfi vysSich teplotach
Casto postaci chladi¢ vzdusny, kterym muze byt i jen hodinové sklicko, které prekryje otvor
kadinky v horni ¢asti. V biochemii je ¢asto nutné odpafit vodu z rliznych vzorkd obsahujicich
makromolekuldrni latky jako proteiny nebo nukleové kyseliny. Nejsetrnéjsim zplsobem, jak
toho docilit, je s pomoci mrazové sublimace neboli tzv. lyofilizace. Vodny roztok s pfislusnou
latkou se necha zmrznout v silnosténnych zkumavkach nebo kulatych sklenénych barikach a
nasledné se vystavi vakuu v rozsahu 1,5-2,5 Pa. Rychlym odpafovanim ve vakuu dochazi
k nepretrzitému samovolnému ochlazovani, coz zajisti, Ze roztok netaje, i kdyz se jiz vnéjsi
chlazeni prerusi. Odcerpavand voda se zachycuje ve vymrazovacim zafizeni, aby se nedostala
do zdroje vakua. JelikoZ se pouzivaji vyvévy olejové, je pfitomnost vody v takovémto zafizeni

nezadouci.
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7.4 Vakuum a jeho zdroje
PFi destilacich, sublimacich, suSeni i v mensi mife jinych laboratornich technikach je

nutné vyuzivat vakuovou techniku. Vakuum je stav uzavieného prostoru, ve kterém je tlak
plynu nebo pary nizsi nez atmosfericky tlak v okoli.

K vytvofeni vakua slouZi vyvévy. BéZné se lIze setkat v laboratorni praxi s vyvévou vodni
a olejovou.

Vodni vyvéva je konstruovana jako tryska, ze které prudce proudi paprsek vody. Okolni
vzduch je strhdvan do trysky a tim se souc¢asné tvofi v jejim okoli podtlak. Vodni vyvéva pracuje
vzdy proti atmosférickému tlaku, coZz ovliviiuje i maximalni vakuum, kterého lze dosahnout
Pro vodu o teploté 10 °C je to 1333 Pa. Mezi vyvévu aparaturu je vhodné zaradit pojistnou
nadobu, aby nedochdzelo z divodu pokles( tlaku vodovodnim fadu ke vniknuti vody.

Olejova vyvéva je tvorena valcovym rotorem se Soupdatkem, které rozdéluje prostor
mezi rotorem a plastém na dvé ¢asti. Otacenim rotoru se jeden prostor zvétSuje a nasava
vzduch. Druha ¢dast prostoru se soucasné zmensuje a vzduch se z ni vytlacuje za soucinnosti
ventild z vyvévy s tim, Ze vyvéva také pracuje proti atmosférickému tlaku. K olejové vyvévé se
pfedfazuje vymrazovaci zafizeni s kapalnym dusikem nebo pevnym CO,, aby se zabranilo
praniku stop organickych rozpoustédel nebo korozivnich plynt z odsavaciho prostoru do
vyvévy.

V této Uloze bude izolovdna smés lipidi pomoci extrakce do organického rozpoustédla.
Jako vychozi materidl bude pouzito semeno Myristica fragrans (muskatovy ofisek). Toto
semeno obsahuje mimoradné vysoky podil jednotlivych druh lipidd. Nejprve bude provedena
hruba izolace lipidl, které budou dale déleny pomoci chromatografie na koloné obsahuijici
silikagel. Jednotlivé lipidy budou poté identifikovany pomoci tenkovrstvé chromatografie

(TLC). Schéma purifikace je uvedeno na Obrazku 1.

3T,

Sklenénd a plastovad vodni vyvéva, olejovad vyvéva
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Muskatovy ofisek

1. Extrakce smési hexan:isopropanol

2. Filtrace
I I
Nerozpustné slozky Rozpustné slozky
Odpareni na
vakuové odparce
I I
Hruby lipidicky extrakt hexan:isopropanol

Chromatografie silikagel

Tenkovrstvé chromatografie

Obradzek 1 Schéma purifikace lipidickych slozek muskdtového orisku

Chromatografie se obecné pouZiva k separaci smési latek na jednotlivé komponenty,
kdy vSechny typy chromatografii funguji na podobném principu. Obsahuji stacionarni fazi
(pevnou nebo kapalnou navazanou na nosici) a mobilni fazi (kapalinu nebo plyn). Mobilni faze
teCe skrze staciondrni fazi a nese jednotlivé komponenty komplexni smési, které pak putuji
rozdilnou rychlosti. V pfipadé tenkovrstvé chromatografie je pouZito tenké vrstvy silikagelu
nebo oxidu hlinitého prichycené na platku z kovu, skla nebo plastu tvofici stacionarni fazi.
Mobilni faze je poté vhodné rozpoustédlo nebo smés rozpoustédel.

Silikagel (Obrazek 2) je forma oxidu kfemicitého, kdy atomy kfemiku jsou spojeny
pomoci atomuU kysliku do velké kovalentni struktury a na povrchu silika gelu jsou pfitomny —
OH skupiny. Ztohoto dlavodu je povrch silika gelu velmi poldrni a mezi separovanou
komponentou a matrici mGze dochazet k tvorbé vodikovych vazeb, interakci pomoci van der

Waalsovych sil a dipdl-dipdl interakci.

OH OH OH OH OH
1 I 1 I I
HO-?i-D-?i-D-Si-C'-SIi-U-?i-DH
]
OH OH OH OH OH

Obradzek 2 Struktura silika gelu
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Jakmile zacne rozpoustédlo vzlinat po chromatografické desce, nejprve dojde
k rozpusténi nanesenych latek. Poté jsou jednotlivé komponenty neseny po chromatografické
desce vzlinajici mobilni fazi. Rychlost pohybu jednotlivych komponent zalezi na mife jejich
adsorpce na stacionarni fazi a jejich rozpustnosti v pouzité mobilni fazi. Napriklad komponenta
tvorici vodikové vazby se silika matrici bude daleko vice zachytdvana, nez komponenta
interagujici jen pomoci van der Waalsovych sil. Nicméné adsorpce neni trvald a dochazi
k neustalému prechodu latek mezi stavem adsorpce na silikagel a rozpusténim v mobilni fazi.
Pokud vsak latka neni v mobilni fazi rozpustn3, je na silikagelu trvale adsorbovana a nedochazi
k jejimu pohybu. Z toho vyplyva, Ze ¢im je latka silnéji adsorbovana, tim kratsi vzddlenost na
chromatografické desce urazi.

Prakticky se vétSinou vyhodnocuje vzdalenost, kterou dand komponenta urazila
v poméru ke vzdalenosti, kterou urazila mobilni faze. Z tohoto dlivodu se ihned po vyjmuti
chromatografické desky z komory oznaci pozice rozpoustédla a po detekci separovanych

komponent se vypocte pro kazdou komponentu pfislusny retencni faktor Rr:

vzdalenost komponenty od startu

~ vzdalenost rozpoustédla od startu

Krok 1 Krok 2 Krok 3
TLC deska

\ \’\ ’ \ ’ \ /

-
-
® ¢
> — — —_—
/ - V\zorek ® - Slozka A ® - Slozka A
Rozpoustédlo ® = Slozka B ® = Slozka B

Schéma chromatografie na tenké vrstvé (TLC — thin layer chromatography)
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Jméno a UCO:

Obor: Datum provedeni:

7.5 Prakticka cast A — izolace lipidii
Postup prdce:

5. Do 250ml Erlenmeyerovy bariky navazte 2,5 g nastrouhaného muskatového ofisku,
vlozte teflonové michadlo a pridejte 50 ml smési hexan-isopropanol (3:2).

6. Na Erlenmeyerovu banku pfipevnéte zpétny chladi¢ a za stalého michani zahfivejte
v digestofi po dobu 15 minut (zahtivani poloha 4, michani poloha 2). BEhem této doby
si slozte filtracni papir, ktery nasledné vlozite do filtracni nalevky a 100ml kadinku, do
které budete filtrat jimat.

7. Nasledné prestante smés zahfivat a rychle ji prefiltrujte pres pfipraveny filtr.

8. Nasledné filtr proplachnéte dalSimi 20 ml horké smési hexan-isopropanol (3:2), kterou
si predehtejte ve stejné Erlenmeyerové barice pod zpétnym chladi¢em.

9. Filtrat prelijte do odparovaci bariky a na rotacni vakuové odparce odparte rozpoustédlo
(180 otacek za minutu, teplota vodni [azné 40 °C). Méli byste dostat nazloutly olejovy

zbytek nebo nasedly pevny zbytek.

s v

7.6 Prakticka cast B — chromatografie na silika matrici
Postup prdce:

7. Odvazite 50 mg hrubého extraktu z predchoziho kroku do sklenéné zkumavky a
rozpustte je v 1 ml hexanu.

8. Odvaite 3 g silikagelu a rozmichejte ho v 10 ml hexanu a nechejte silikagel cca 2 min
zbobtnat.

9. Opatrné nalijte do sklenéné kolony suzavienym kohoutem 10 ml hexanu se
silikagelem.

10. Poté oteviete kohout u sklenéné kolony a nechejte hexan odkapat, az hladina v koloné
dosdhne matrice.

11. Poté na kolonu naneste 1 ml hexanu s rozpusténym extraktem, oteviete kohout u

sklenéné kolony a nechejte hexan odkapat, az hladina v koloné dosahne matrice.
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12. Jakmile roztok v koloné dosahne matrice, zastavte pritok a naplnte opatrné kolonu
10 ml hexanu.

13. Poté otevrete kohout a nastavte pritok na 1-2 kapky/sekundu. Protekly roztok jimejte
do prvni mensi Erlenmeyerovy bariky.

14. Jakmile roztok v koloné dosahne silika matrice, zastavte pritok a naplrite opatrné
kolonu 10 ml smési hexan:ether (90:10).

15. Otevrete kohout a nastavte pritok na 1-2 kapky/sekundu. Protekly roztok jimejte do
druhé mensi Erlenmeyerovy bariky.

16. Jakmile roztok v koloné dosahne silika matrice, zastavte pritok a naplfite opatrné
kolonu 10 ml smési hexan:ether (80:20).

17. Otevrete kohout a nastavte pritok na 1-2 kapky/sekundu. Protekly roztok jimejte do
treti mensi Erlenmeyerovy banky.

18. Poté prelijte tfi nasbirané frakce do 50ml odpatovacich banék a postupné odparte

kazdou frakci zvlast na vakuové odparce.

7.7 Prakticka cast C — tenkovrstva chromatogradfie na silika desce
Postup prdce:

1. Rozpustte 10 mg hrubého extraktu lipidd v 1 ml chloroformu a jednotlivé odparené
frakce v 0,5 ml chloroformu.

2. Na chromatografickou desku si 2 cm od okraje udélejte tuzkou ¢aru. Potom pomoci
kapilarek naneste tfi nasbirané frakce, hruby extrakt a standardy lipidl. Aplikaci
pomoci kapilarek opakujte pfiblizné 10x pro kazdy vzorek, kdy mezi jednotlivymi
aplikacemi nechte vidy rozpoustédlo odpafit (celkem od kazdého vzorku naneste cca
0,25 ml).

3. Ponanesenivzork( vloZzte TLC desku do chromatografické komory a vyvijejte v systému
hexan:ether:kyselina octova (80:20:1).

4. Ponechte desku v komore, dokud rozpoustédlo neni pfiblizné 1 cm pod okrajem desky.
Poté desku vyjméte z komory, oznacte tuzkou polohu rozpoustédla a nechte desku
vyschnout.

5. Poté ji umistéte na 10 minut do jodové komory a nahnédlé spoty obtahnéte tuzkou.

o

Spocitejte relativni mobility standardu a jednotlivych sloZek a vysledek popiste.

Biochemicka laboratorni technika 92



Uloha &6
Izolace lipid( z muskdtového orisku

Vysledky:

Standard

S

Methyl linoleat

Cholesteryl linoleat

Kyselina oleova

L-a-fosfatidyl cholin

1-monooleyl-rac-glycerol

Hruby extrakt

1. Frakce

2. Frakce

3. Frakce

Popiste vysledek purifikace lipida a urcete pfiblizné sloZeni lipida v jednotlivych
frakcich. Prilozte fotografii vyvinuté TLC desky. Nakreslete nebo vloZte chemické
vzorce jednotlivych standardt a zdlivodnéte jejich polohu na TLC desce.
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8 Uloha ¢&. 7 Stanoveni koncentrace proteini

8.1 UV-VIS spektrofotometrie
Interakci elektromagnetického zafeni s atomy a molekulami dochazi k pftijeti kvanta

energie ve formé fotond a naslednému zvyseni energie atomu molekuly ze zékladniho stavu
do stavu excitovaného. Pfi absorpci zareni o energiich odpovidajicich rozsahu vinovych délek
200-2000 nm probihd excitace valencnich elektrond ozafovanych atomd a molekul. Ze
zavislosti mnozstvi absorbovaného zareni na jeho vinové délce se pro dany atom nebo

molekulu ziska absorpéni spektrum, které je pro danou chemickou latku charakteristické.

Absorpénich efekt latky se popisuje s pomoci fyzikalni veli¢iny transmitance, kterd
udava pomér intenzity vystupujiciho svétla kintenzité svétla, které do latky vstupuje a
vyjadruje de facto frakci svétla, ktera se latkou pohlti. JelikoZ vSak transmitance neni pfimo

umérna koncentraci latky, z praktického divodu se definovala veli¢ina zvand absorbance.
Absorbanci Ize zjistit z Lambertlv-Beeruv zakon dle rovnice (1).
A=¢-c-1(1)

€ je molarni absorpcni koeficient a |ze jej v podstaté chapat jako materidlovou konstantu, ktera
je specificka, pro kazdou latku schopnou absorpce vySe zmifiovaného elektromagnetického
zéFeni s jednotkou l.cm™.mol?, ¢ je molarni koncentrace latky v mol.I'* a | je délka optické
drahy vcm. Jak je patrné, absorbance stejné jako transmitance je veli¢ina bezrozmérna.
V pripadé, Ze absorbance blize nespecifikované latky je 1, znamena to, Ze po prichodu zareni

touto latkou, se jeho intenzita snizi desetkrat, pokud je 2 tak stokrat, pokud je 3 tisickrat atd.

V praxi samoziejmé muzZe nastat ptipad, kdy je k dispozici smés dvou nebo vice riznych
chemickych latek, které absorbuji pfi dané vinové délce. Mérena absorbance je pak souctem

vsech diléich absorbanci.

Aby bylo mozné zméfit absorbanci, je nutné znat intenzity dvou paprskd, konkrétné

referencniho, jehoZ intenzita se nezménila a indikacniho, ktery prosel latkou, ktera se
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identifikuje. Pokud je pro méreni latky k dispozici jednopaprskovy pristroj, ktery ma jen jednu
optickou drahu, elektromagnetickému zareni se nejdfive postavi do cesty referen¢ni vzorek
(blank) a mnoiZstvi svétla, jez jim projde, zaznamename jako referencni. Nasledné se do
optické drahy umisti mérena latka a ze ziskané intenzity indikacniho paprsku v porovnani
s paprskem referenénim se vypocitd samotnd absorbance. V soucasnosti je u pfistrojl
k dispozici pamét, kterd umoini odecitat zavislosti referencnich a indikaénich intenzit
v zavislosti na jednotlivych vinovych délkach zareni, které se na latku aplikuji. Dvoupaprskové
ptistroje maji oddéleny drahy pro referencni paprsek a pro identifikovanou latku nebo latky.
V kazdém okamZziku proto mohou registrovat intenzitu referenéniho a indikac¢niho paprsku a
okamZzité vypocitat absorbanci. U vySe popsanych pfistroji je monochromator umistén pred
kyvetovym prostorem, takZe na latku dopadd vidy pouze elektromagnetické zareni jedné
konkrétni energie, resp. vinové délky. Toto monochromatické svétlo se po prichodu vzorkem
nebo blankem zpracovava detektorem. Diod-array-detectors (DAD) jsou spektrofotometry,
které zajisti, Ze celé nefiltrované (polychromatické) svétlo ze zdroje projde latkou a nasledné
se teprve proslé zareni rozlozi monochromatickou mftizkou, pricemz nasledné fada fotodiod
analyzuje intenzitu svétla jednotlivych vinovych délek, které proslo vzorkem, respektive
referencnim roztokem. Nizsi kvalitu optickych parametrl vyvaZzuje rychlost méreni, jelikoz
intenzita svétla vsech vinovych délek se snima v jediném okamziku, coz je obzvlast vyhodné

pfi kinetickych méreni nebo kolonovych chromatografiich.

Pro stanoveni koncentrace protein( Ize vyuzit nékolik metod. Koncentraci Ize stanovit
bud’ pfimo z absorpce ultrafialového (UV) svétla nebo nepfimo kolorimetricky chemickou
reakci aminokyselinovych zbytk( v polypeptidovém retézci bilkovin s vhodnym Cinidlem, které

po reakci zméni barvu.

8.2 Stanoveni koncentrace proteini z absorpce UV svétla
Tato metoda je zaloZena na skutecnosti, Zze dvé aromatické aminokyseliny, tyrosin a

tryptofan, maji absorpéni maximum kolem 280 nm. Vzhledem k tomu, Ze jednotlivé proteiny
obsahuji rizny pomér aromatickych aminokyselin, je pro nutné pfi pfimém méreni absorpce
znat moldrni absorpéni koeficient proteinu pfi dané vinové délce. Metoda je proto vyhodnéjsi
pro Cisté proteiny nez pro jejich smési. Absorbanci lze méfit bud pfi 280 nm (absorpce
aromatickych aminokyselin tryptofanu, tyrosinu) nebo pfi 190 nm (absorpce peptidovych

vazeb), ale jelikoz béiné spektrofotometry jiz pfi této vinové délce nejsou schopné mérit,
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vyuzivda se vinova délka 205 nm, pfi které kvysledné absorbanci pfispivaji i nékteré
aminokyseliny jako Trp, Phe, Tyr, Cys, Met a Arg. Je nutné si rovnéz uvédomit, Zze vSechny
chemické latky absorbujici pfi danych vinovych délkach budou ovliviiovat vysledky méreni.
Hlavni interferujici latkou absorbujici pfi 280 nm byva nukleova kyselina, ktera ma sice
absorpcéni maximum pfi 260 nm, ale jeji absorpce pfi 280 nm je stale nezanedbatelnd. V tomto
pfipadé pro pfimé UV stanoveni koncentrace pouzZivame vzorec (2) zahrnujici Warburg-

Christianovu korekci na nukleovou kyselinou:
¢ [mg.ml1] = 1,55 X A2s0- 0,76 X Aze0 (2)

Pti znalosti aminokyselinového sloZeni je také moZné spocitat molarni absorpcni koeficient (3)

proteinu &80 a nasledné dle Lambert-Beerova zakona i koncentraci pfislusného proteinu:
€280 [M'L.cm1] = nW X 5500 + nY X 1490 (3)

nW — pocet zbytkl tryptofanu

nY — pocet zbytkd tyrosinu
Hlavni vyhodou této metody je jeji rychlost a jednoduchost. Vzhledem k tomu, Ze u této
metody méreni koncentrace proteinli neni potfeba Zadnd chemickd reakce, je Siroce

pouzivana pro detekci proteinli nebo peptidd v rdmci chromatografické separace.

8.3 Stanoveni koncentrace proteini Lowryho metodou
Lowryho metodu poprvé navrhl O. H. Lowry v roce 1951. Je zaloZena na biuretové reakci

(Piotrowského test), vyuZivajici reakce médnatych iontli s imidovymi skupinami peptidové
vazby v polypeptidovém fetézci proteinu v alkalickém pH za vzniku iontd médnych, které
nasledné reaguji s Folinovym nebo Folin-Ciocalteauvym (¢ti Cikéltovym) ¢inidlem. Folin-
Ciocalteauovo Cinidlo obsahuje smés kyseliny fosfomolybdenové a fosfowolframové, které se
redukuji tyrosinovymi a tryptofanovymi zbytky proteinG pravé za katalyzy Cu* iontt, které se
generuji v biuretové reakci. Tvofici se heteropolyfosfomolybdenan barvi reakéni smés do
modra a ten se soucasné stanovuje spektrofotometricky obvykle pfi 750 nm. Lowryho metoda
se vyznacuje oproti biuretové metodé vyssi citlivosti, je vsak citlivd na zmény v pH, kdy pH
reakéni smési by mélo byt drzeno v mezich 10,0-10,5. Nevyhodou metody je tak tzky interval
pH reakéni smési, ve kterém je pouzitelna, avsak pouzitim malych objemi vzorku (relativné

vuci objemu reakéni smési) Ize tuto nevyhodu odstranit.
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8.4 Stanoveni koncentrace proteint dle Bradforda
Poprvé metodu popsal M. M. Bradford v roce 1976. Metoda je zaloZena na interakci

protein(i s barvou Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB) v kyselém prosttedi. Volny barevny
indikator existuje ve ctyrech iontovych formach s pK; 1,15; 1,82 a 12,4. Pfi navazani barvy na
protein se méni barva roztoku z cerveno-hnédé na modrou, pfiéemZ dochazi k posunu
absorpéniho maxima barevného komplexu ze 465 nm na 610 nm. Nejvyssi rozdil absorpcnich
maxim ma aniontovda forma barvy pfi 590 nm, ktera se vaZze v kyselém prostiedi na protein a
kterou lze soucasné spektrofotometricky méfit pfi 595 nm. Za zménu barvy jsou zodpovédné
prevazné nékteré bazické aminokyseliny v polypeptidovém fetézci (Lys, Arg, His). Dale k vazbé
na protein pfispivaji i van der Waalsovy sily a hydrofobni interakce. MnoZstvi navazané CBB
na protein je priblizné pfimo Uumérné mnozstvi pozitivnich ndboji na molekule proteinu.

Volné aminokyseliny, peptidy a nizkomolekularni proteiny s barvou neinteraguiji.

Biochemicka laboratorni technika 97



Uloha &.7

Stanoveni koncentrace proteint

Jméno a UCO:

Obor:

Datum provedeni:

s v

8.5 Prakticka cdst A — stanoveni koncentrace proteint z absorpce UV

svétla
Postup prdce:

7. Zapnéte UV-VIS spektrofotometr Shimadzu a nechte inicializovat software. Poté

zmacknéte tlacitko enter a prejdéte do programu Photometric dvojitym stlaéenim isla

1. Funkci GOTO WL nastavte pozadovanou vinovou délku. Nulovani pfistroje na blank

se zajisti funkci AUTO ZERO.

8. Napipetujte 1 ml nezndmého vzorku 1 nebo 2 do UV méfFici kyvety a zmérte absorbanci

roztoku pfi 280 nm a 260 nm proti blanku, kterym bude destilovana voda. Roztoky

v kyvetdch zfedte a absorbanci zmérte znovu v pfipadé, Ze absorbance bude vyssi nez

1 a absorbance prepocitejte na pavodni nefedéné roztoky

9. Vzorky 1 a 2 v kyvetdch si ponechejte pro analyzy v dalSich ¢astech ulohy €. 7.

Vypocty:

Uréete koncentrace (mg/ml) neznamych vzork( 1 a 2 z Lambert-Beerova zdkona dle

rovnice (2), kdyz v neznamém vzorku 1 jsou 2 zbytky tryptofanu a 20 zbytk( tyrosinu

(hovézi albumin) v nezndmém vzorku 2 je 6 zbytkd tryptofanu a 3 zbytky tyrosinu (vaje¢ny

lysozym).
Vysledky:
A A c(mg/ml)dle | c(mg/ml)dle
280 260 rovnice (2) rovnice (3)
Vzorek 1 | | | ]
Vzorek 2 ] ] [ ] \ \

Porovnejte vysledky koncentrace proteinli vypoctenych dle rovnic (2) a (3):
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8.6 Prakticka cdst B — stanoveni koncentrace proteinii Lowryho metodou
Postup prdce:

1. Pripravte si sadu 6 kalibra¢nich roztokl do 1,5ml mikrozkumavek dle nize uvedené

tabulky:
Objem vody Objem zasobniho roztoku
albuminu (2 mg.ml?)
50 pl oul
40 pl 10
30 wl 20 ul
20 pl 30 pl
10 pl 40
ol 50 pl

2. Smichejte v kadince 20 ml roztoku A (2% Na,COs) spolu s 200 ul roztoku B
(1% CuS04.5H,0) a 200 ul roztoku C (2% vinan sodno-draselny), ¢imz vznikne finalni
roztok D.

3. Do 16 novych 1,5ml mikrozkumavek pfidejte 10 ul jednotlivych kalibracnich roztoku (z

kroku 1) nebo neznamého vzorku 1 nebo 2.

e U kazdého kalibra¢niho roztoku a neznamych vzork( bude méreni provedeno dvakrat, 2x(6+2)=16

mikrozkumavek, viz. tabulka ve vysledcich.

4. Nasledné pfidejte do kazdé mikrozkumavky 50 pl 3M NaOH a 840 ul roztoku D.

5. Reakéni smési zvortexujte a nechte inkubovat za laboratorni teploty po dobu 10 minut.

6. Nasledné pridejte 100 ul Folin-Ciocalteauova cCinidla a promichejte reakéni smési na
vortexu.

7. Smési nechte inkubovat za laboratorni teploty po dobu 30 minut.

8. Zapnéte VIS spektrofotometr ONDA a nechte jej 20 minut Zhavit na provozni teplotu.
Poté funkci GOTO A nastavte s pomoci vertikdlnich Sipek pozadovanou vinovou délku.
PFi dalSich méreni v ¢asti C a D ulohy €. 7 jiz staci, kdyz budete ménit vinovou délku
pres vySe popsanou funkci. Pfistroj se po zapnuti po celou dobu ulohy nechava
V provozu.

9. Zmérte absorbanci kalibrac¢nich roztokd a neznamych vzork( pfi 750 nm, pficemz blank

je destilovana voda. V pripadé, Ze absorbance vzorku bude vyssi nez 1, fedte 1:1 vodou
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a zmérte znovu. Pfi méreni kalibracnich roztok( a vzorkud 1 a 2 pouzijte jinych kyvet. P¥i

méreni kalibraénich roztokd muZete pouZit stejné kyvety v pfipadé, Zze budete méfit

evvs

Vysledky:
1. Doplnite tabulku:
Vysledna koncentrace A7s0
albuminu (ug.ml?) 1. 2. Pramér

|
| |
| |
| |
| |
|
Vzorek 1 ]

Vzorek 2

2. Sestrojte kalibra¢ni kfivku pro albumin (zavislost A7s0 na koncentraci albuminu v pg.ml-
1), kdy body proloZte regresni pfimkou (linedrni regrese):

3. Zkalibraéni pfimky odectéte koncentraci proteinu v nezndmém vzorku 1 a 2 (ug.ml?)

a doplnte do tabulky.
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Vzajemné porovnejte zjisténé koncentrace proteinu v neznamém vzorku 1 a 2:

s v

8.7 Prakticka cdst C - stanoveni koncentrace proteinii metodou dle

Bradforda

Postup prdce:

1. Pripravte si sadu 7 kalibracnich roztokl do 1,5ml mikrozkumavek dle nize uvedené

tabulky
Objem vody Objem zasobniho roztoku
albuminu (0,8 mg.ml?)
200 pl oul
180 pl 20 pl
160 pl 40 ul
140 pl 60 pl
120 pl 80 pl
100 pl 100 pl
0 pl 200 pl

2. Do 18 prazdnych 1,5ml mikrozkumavek ptidejte 950 ul ¢inidla dle Bradforda.

3. Nasledné pridejte do mikrozkumavek 50 ul jednotlivych kalibracnich roztok( nebo

nezndmého vzorku 1 nebo 2 a promichejte na vortexu. U kazdého kalibracniho roztoku

a vzorku bude méreni provedeno dvakrat (viz. tabulka ve vysledcich).

4. Smési nechte inkubovat za laboratorni teploty po dobu 5 minut.

5. Zmeérte absorbanci kalibrac¢nich roztokd a nezndmych vzorka pfi 595 nm, pficemz blank

je destilovana voda. V pripadé, Ze absorbance vzorku bude vyssi nez 1, fedte 1:1 vodou
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a zmérte znovu. Pfi méreni kalibracnich roztok( a vzorkd 1 a 2 pouzijte jinych kyvet. PFi

méreni kalibraénich roztokd muZete pouZit stejné kyvety v ptipadé, Ze budete méfit

evvs

Vysledky:
1. Doplnite tabulku:

Vysledna Asgs
koncentrace 1. 2. Pramér

albuminu (pg.ml?)

Vzorek 1

Vzorek 2

2. Sestrojte kalibra¢ni kfivku pro albumin (zavislost Asgs na koncentraci albuminu v pg.ml-
1), kdy body proloZte regresni pfimkou (linedrni regrese):

3. Zkalibraéni pfimky odectéte koncentraci proteinu v neznamém vzorku 1 a 2 (ug.ml?)
a doplnte do tabulky.
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Vzajemné porovnejte zjisténé koncentrace proteinu v neznamém vzorku 1 a 2:

Porovnejte vysledky pro nezndmé vzorky zjisténé podle riznych metod a okomentujte:
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Destilace s vodni pdrou
9 Uloha ¢&. 8 Destilace s vodni parou

9.1 Chemické sklo
Nékteré vybrané chemické a biochemické prace v laboratofi se realizuje ve sklenénych

aparaturach. Vyhodou laboratorniho skla jsou jeho chemické, fyzikalni a optické vlastnosti.
Z chemickych vlastnosti je to pfedevsim vysoka odolnost k minerdlnim kyselindm a zdsadam.
Z fyzikdlnich vlastnosti skla je nejdulezitéjsi jeho tepelnd roztainost vyjadirena koeficientem
délkové roztaznosti. Obecné maji skla méknouci pfi vysSich teplotach vétsi odolnost proti

nahlym tepelnym zménam, coz je obzvlast podstatné u varného nadobi.
V soucasnosti se Ize béZné setkat se tfemi druhy skla:

1) Sklo mékké — sodno-draselno-vapenaté ma velky koeficient roztaznosti, takze se musi
zahfivat nebo ochlazovat velmi opatrné. Diky nizkému bodu tani jej Ize roztavit v
plameni nad kahanem a ndsledné snadno opracovavat.

2) Sklo tvrdé — borosilikatové je odolné proti praskani, ma vysoky bod tani a vysokou
chemickou odolnosti. Zhotovuje se z néj varné a odmérné sklo. Bézné se prodava pod
obchodnimi znackami Sial (tepelnd odolnost do 220 °C), Simax (tepelnd odolnost do
310 °C), Duran nebo Pyrex.

3) Sklo kiemenné ma vysokou chemickou a tepelnou odolnosti diky velmi nizkému
koeficientu tepelné roztaznosti. Na druhé strané je velmi kfehké a vyuziva se pouze ke
zhotovovani specidlnich nadob a zafizeni, napf. kyvet pro spektrofotometrii (propousti
UV zareni). Kfemenné sklo se nesmi dlouhodobé zahfivat na 1100 °C, jelikoZz dochazi
k rozesklivani na cristobalit za tvorby krystalkd v hmoté. Za vyssich teplot navic reaguje
jako kyselina, takZe jej neni moziné pouzivat v bazickém prostredi nebo v prostredi
nékterych oxidl kovl. Kyselina fluorovodikova a fosforecna jej za zvySené teploty

dokazi leptat.

Nevyhodnou vlastnosti skla je kiehkost. Poskozeni Ize zamezit fadnym uchycovanim
do svorek s celistmi s korkovou, gumovou nebo silikonovou vyztuzi. Zahfivat kapaliny Ize

pouze v tenkosténném skle, pricemz soucasné zdalezZi na jeho tvaru. Kulovité nebo srdcovité
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bariky je mozné zahfivat nad pfimym nesvitivym plamenem, naopak bariky s plochym dnem
Ize zahfivat pouze pres azbestovou vlozku. Sklo se obecné poskozuje narusenim povrchu. At
uz nafiznuti nebo Skrabnuti vede k prasknuti ve sméru vzniklé ryhy. To je také jeden z divodq,
pro¢ neni vhodné Cistit sklenéné nadobi piskem. K mechanickému cisténi skla je mozné
pouzivat kartace na sklo spolu s béinym sapondtem. Sklo lze distit i chemicky s pomoci
organickych rozpoustédel nebo kyselin ¢i alkalii. Velmi Gc¢innym zplsobem k odstranéni
necistot je Cisténi v chromsirové smési (K2Cr07:H,S04, 1:3), kterda ma silné oxidacni vlastnosti
a ztoho dlvodu nesmi pfijit do styku s hoflavinami. Zvlastni naroky jsou kladeny na sklo
pouzivané v molekularné biologické laboratofi, kde se pracuje s mikroorganismy a je riziko
kontaminace. Proto se vesmés pouziva v souc¢asnosti pro manipulaci s témito organismy pouze
sterilni plasty na jedno pouziti. Pokud je nezbytné pouzit sklenéné nadobi (kultivace), musi se
pfedem sterilizovat v autoklavu (min. 121 °C). Pfi manipulaci s RNA, kde hrozi nebezpedi
kontaminace ribonukleasami, které jsou velice stabilni a odolavaji i bézné sterilizaci, se sklo

7 v

pred vlastni sterilizaci namaci do roztoku jejich inhibitoru diethyl pyrokarbonatu.

Zakladni typy laboratorniho skla jsou znazornény na nasledujicich obrdazcich. Kadinky
maji rovné dno a na hornim okraji mohou, ale ne nutné, mit zobacek. Byvaji i graduované
ovsem kalibrace je pouze orientacni a nelze dle ni odmérovat presné objemy. Banky maji tvar
Clenitéjsi, rozdéleny na vlastni banku a hrdlo. Dno byva rovné nebo kulaté. Bariky a kadinky
jsou vyrabény z tenkosténného skla. Silnosténné sklo se pouziva na barnky odsavaci. Slouzi k
filtraci za snizeného tlaku a nelze v nich provadét chemické reakce nebo zahfivani. Bariky
konického tvaru se nazyvaji Erlenmeyerovy. Obycejné nalevky slouzZi k prelévani kapalin a
jednoduchym filtracim. Pro urychleni filtrace se pouzivaji nalevky s Zebrovanym vnitfnim
povrchem. K analytickym ucéelim se pouzivaji nalevky s dlouhym a uzkym stonkem. Pro filtraci
agresivnich roztokl se vyuzivaji sklenéné frity, které maji misto dérovaného dna sintrované
sklo zatavené do sklenéné nalevky. Frity se dodavaji ve Ctyrech stupnich hustoty pérua. Délici
nalevky se vyuZivaji k rGznym laboratornim operacim, pfedevsim potom k extrakcim, suseni
nebo prikapavani. Zabrusové lahve na cisténi plynU kapalnymi susSicimi latkami se nazyvaji
promyvacky. Vyrabi se bez frity i s fritou, ktera umoznuje lepsi kontakt plynu se susSidlem.
Zasobni ldhve na chemikalie se déli podle typu hrdla. Reagencni lahve se Sroubovacim vikem

slouzi k uchovavani kapalin. Sirokohrdlé |dhve se zabrusovou zatkou slouZi k uchovavani

pevnych latek a jsou nazyvany prachovnice. K pfechovavani malych mnozstvi pevnych latek se
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pouZivaji lékovky. Protahlé sklenénd nadobky se nazyvaji zkumavky a slouzi k provadéni
chemickych obvykle kvalitativnich reakci v malych objemech. Vétsinou jsou oteviené, ale pro
specidlni Ucely se vyrabéji i ve Sroubovaci varianté. Hodinova skla slouzi k prikryvani nadob, k
suseni, vaZeni a prenaseni vzorkl pevnych latek podobné jako dvoudilné Petriho misky, jeZ se

ale hlavné pouzivaji pro kultivace mikroorganismu.

V laboratofi je ¢asto nutné odvadét prebytecné teplo z reakéni smési ¢asto v podobé
kondenzace par kapalin a plynl v pribéhu destilace, extrakce nebo pfri dalSich procesech.
NejbéZnéjSim chladicim médiem je voda a z tohoto dlvodu je také vétSina chladicu
konstruovana pro vodni chlazeni. Sklenénych vodnich chladi¢e se vyuzivaji k ochlazovani par
do maximalni teploty 180 °C. Nad touto teplotou se pro kondenzaci pouZivaji chladice
vzdusné. Jelikoz je vzduch madlo ucéinnym chladicim prostfedkem vzhledem k nizkému
koeficientu prevodu tepla musi byt vzdusné chladice obvykle dlouhé sklenéné trubice o uzsim
praméru, které jsou na koncich opatreny zdbrusy. Nejjednodussim vodnim chladicem je
chladic Liebiglv, ktery se pouZiva jako sestupny i zpétny chladic. Kulickovy chladic dle Alihna
ma chladici povrch zvétSeny kulovymi vydutémi uvnitt trubice. Spirdlovy chladic, ktery ma
vysokou chladici ucinnost, se pouzivd pouze jako zpétny, protoze zaplnénim spodni casti
vyduté dochazi ke ztraté ucinného chladiciho povrchu a soucéasné zadrzuje velké mnozstvi
destilatu. Z chladic¢d s vnitfnim chlazenim je nejvhodnéjsi spirdlovy chladi¢ Dimrothlv, ktery
ma velky chladici povrch a velkou rychlost pratoku
vody. Z vodnich chladi¢li je nejucinnéjsi a je vhodny Ve )
pro kondenzaci par nizkovroucich kapalin. Pfivod |
chladici vody se napojuje na trubici vedouci pfimo ,
dold, spirdlou musi chladici voda protékat smérem | 0 Y
vzhlru. Dimrothlv chladi¢ Ize pouzit v sestupném i .
zpétném usporadani. Jeho variantou je prstovy

chladi¢ pfevazné vyuzivany pfi sublimacich.

Graduované kadinky dle Griffina
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250 mi 455 [

500 mi <% B

NZ 2032

Varnd barika s plochym dnem, titracni barika, varna barka s kulatym dnem, destilacni barika
se zabrusem, destilacni barika se zabrusem pro vakuovou destilaci, odsdvaci barika, varnd
barika srdcovitd se zabrusem, trojhrdld destilacni barika se zabrusem, Erlenmeyerova barika
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Ndlevka analytickd, ndlevka pro rychlou filtraci, Bunsenova ndlevka, délici ndlevka
hruskovita, délici nalevka kulovd, ndsypka

Chemické sklo Ize sestavovat do rliznych aparatur pro ucely destilace, sublimace apod.
Aparatury se ptichycuji na stojanech nebo kovovych klecich. Na svislé tyce stojanu a kleci se
pripeviuji kruhy, svorky nebo drzaky pomoci svorek. Na kovové kruhy se zpravidla pokladaji
zaruvzdorné sitky, na které stavime kadinky v pfipadé jejich zahfivani kahanem. Kruhy pro
zahfivani se nikdy nesmi zaménovat s kruhy uréenymi pro filtraci, které jsou vyloZeny
drevénou nebo umélohmotnou vlozkou. Kruh na stojanu lze nahradit trojnozkou. K
upevinovani sklenénych souéasti malého priméru se pouzivaji klemy, coZ jsou drzdky s malym
obvodem ramen. Pro uchycovani chladic¢ se pouzivaji chladicové drzaky s velkym rozpétim
ramen. Klemy a drzaky se nesméji nikdy dotykat sklenénych ¢asti aparatury pfimo kovem.

Byvaji vyloZzeny korkem nebo potazeny gumovou ¢&i silikonovou hadici. Pfi sestavovani jakékoli
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aparatury se dava pozor, aby v aparatufe nenastalo pnuti, které by pfi zahrati vedlo k prasknuti

nékteré ze sklenénych soucasti.
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Vzdusny chladic, Liebigtv chladic, kulickovy chladic dle Allihna, spirdlovy chladi¢ dle
Grahama, chladic dle Dimrotha, chladic¢ dle Friedrichse

Spojovani jednotlivych ¢asti sklenénych aparatur se resi pomoci zabrus(, jez byvaji
v soucasnosti dopliovany rdznymi spoji tésnénymi O-krouzky z elastomer( a plastovymi nebo
kovovymi fitinky. Standardni kuZelovy zabrus je tvoren vnitinim jadrem a vnéjsiho plastém.
Velikost kuzelovych zabrus( se vyjadfuje ve tvaru x/y, kde Cislo x znamena pfibliznou velikost
velkého zabrusu v mm a y udava vertikalni délku zabrusu. Rada evropskych normalizovanych
zabrusU dle 1SO zahrnuje nasledujicich 13 velikosti, konkrétné 7/16, 10/19, 12/21, 14/23,
19/26, 24/29, 29/32, 34/35, 40/38, 45/401, 50/42, 55/44, 60/46. V CR se pred zlomkem uvadi
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NZ (normalizovany zabrus). Vétsina vyrabéného laboratorniho skla je opatfena NZ 14/23 a NZ
29/32, méné jsou rozsitreny NZ 19/26 a NZ24/29. U velkych aparatur, kde je zapotrebi
dosahnout urcité flexibility jednotlivych ¢asti a odstranit tak pnuti, je vyhodné nahradit
kuZelové zabrusy v nékterych ¢astech zabrusy kulovymi. Jsou opét tvofeny dvéma ¢astmi, a to
kouli a miskou, které do sebe zapadaji a dovoluji v uréitém rozsahu ménit uhel, ktery navzajem
sviraji. Bézné vyrabéné sklo je osazovano kulovymi zabrusy NZ 13/5, 19/9, 29/15 a 35/20.
Zabrusy evakuovanych aparatur jsou k sobé stla¢eny silou, jezZ je pfimo Umérna soucinu rozdilu
mezi atmosférickym a vnitfnim tlakem a plochy nejvétsiho priifezu zabrusu. Pokud zabrusy
navzajem vazie pouze adheze, je Casto tfeba je mechanicky zajistit bud pevnym uchycenim
Casti aparatury laboratornimi drzdky nebo zajisténim jednotlivych zabrusovych spoju
plastovymi (poloacetal, polypropylen) nebo nerezovymi svorkami. Tyto svorky se vyrabéji pro
nejpouzivané;jsi velikosti kuzelovych i kulovych zabrus v nékolika provedenich. Zabrusy je

tfeba vidy radné promazat silikonovou vazelinou, aby nedochazelo k jejich zapeceni.

9.2 Destilace s vodni parou
Destilace je separacni metoda pro déleni smési v kapalném skupenstvi. Metoda je

zaloZena na rozdilné tenzi par slozek délené smési a s tim souvisejicim odliSném slozZeni
kapalné faze a plynné faze, ktera z ni vznikla. Destilace se vyuziva k ¢isténi kapalin a k jejich

oddéleni od netékavych primési.

Kapaliny z ¢asti prechazeji do plynného skupenstvi i pfi teploté nizsi, nez je jeji teplota
varu a v pripadé, Ze se odparovani déje v uzaviené nadobé, ustali se mezi kapalnou a plynnou
fazi dynamicka rovnovaha, pfi které se vyrovna rychlost odparovani a zpétné kondenzace.
Plynna faze v rovnovaze s kapalinou se nazyva nasycena para a jeji tlak jako tenze nasycené
pary. S teplotou tlak nasycené pary roste. V pfipadé, Ze hodnota tenze par dosahne okolniho
tlaku, dojde k varu kapaliny. Teplota, pti které dojde k varu kapaliny, se nazyva teplota varu.
Teplota varu je veli¢ina zavisla na velikosti okolniho tlaku. S klesajici hodnotou okolniho tlaku

klesa i teplota varu.

Destilace s vodni parou je jednou z metod destilace, pfi které Ize destilovat latky, které
maji nizkou tenzi par pfiteplotach pod jejich teplotou varu. Tato separacni metoda se vyuziva
predevsim v pfipadech, kdy destilovana latka ma vysokou teplotu varu a hrozi, Ze pti bézné

destilaci dochazi k jejimu rozkladu, soucasné se ale nesmi destilovana latka misit a reagovat
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s vodou. Destilace s vodni parou nachazi velké vyuziti pfi izolaci esencidlnich oleji z riznych

¢asti rostlin.

Teoreticky zaklad destilace s vodni parou je zaloZen na platnosti Daltonova zakona, dle
néhoz plati, Ze celkovy tlak plynné smési latek je roven souctu parcialnich tlak( vSech slozek
smési. V pfipadé smési nemisitelnych kapalin pfispiva tlak nasycenych par kazdé z komponent
smési k vyrovnani vnéjsiho tlaku. Jelikoz jednou z komponent byva latka s vysokou tenzi par,
voda jako slozka, kterd je pfi tomto typu destilace vidy pfitomna, pfipivd vyznamné
k celkovému tlaku par. Z tohoto dlvodu je teplota varu smési nizsi nez teplota varu kazdé
z kapalin této smési, a tedy i komponenty, ktera je predmétem destilace. Pro destilaci s vodni

parou dvousloZkového smési |ze ze stavové rovnice odvodit nasledujici vztah (1).

ny

np
“ =1
Py PB()

Nna, Ng jsou latkova mnozstvi komponenty A, B v destildtu a pa, ps jsou tenze par komponenty

A, B pfi teploté soustavy.

Jak je patrné z vySe uvedené rovnice, voda je vyhodné Cinidlo pro tento typ destilaci, a
to diky své malé molarni hmotnosti, kdy mnoZstvi vodni pary nutné k predestilovani urcitého
mnozstvi organické latky bude relativné malé. Navic se s vétSinou organickych latek nemisi

diky ¢emuz Ize organickou slozku nasledné po destilaci snadno oddélit.

Vlastni zafizeni pro destilaci s vodni parou je obvykle slozeno z vyvijece vodni pary,
trubice, kterou se privadi para do destilacni bariky, z vlastni destilaéni banky, sestupného
chladice, alonze a predlohy. Alternativné lze vyuzit metodu hydrodestilace dle Clevengera
vyuZzivajici speciadlni Clevengerliv nastavec, ktery v horni ¢asti sklenéné aparatury obsahuje
chladi¢ a v dolni ¢asti kalibrovanou trubici pro méreni objemu jimaného destilatu. Nastavec se
nasazuje na destilacni bariku s vlastnim organickym materidlem, z kterého se extrakce silice

provadi.

9.3 Prostad destilace
Tento typ destilace se vyuziva k oddélovani kapalin o velké rozdilné tékavosti, obvykle

je rozdil bodu varu pfiblizné 150 °C nebo vice. Pfi nizsim rozdilu je nutné provadét destilaci
frakéni, ale pokud je rozdil pod 80 °C, nelze Iatky bez pouZiti frakéni kolony (rektifikace)

oddélit. Aparatura je vidy tvorena frakéni zabrusovou barikou, na kterou se napojuje sestupny
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chladi¢. Pti destilaci kapalin s bodem varu nad 160 °C se pouzivaji chladi¢e vzdusné,
s nizevroucimi kapalinami obvykle chladi¢e Liebigovi. Na chladice se nakonec pfipojuje
zabrusova banka jako predloha, do které se jima destilované rozpoustédlo. Pfed zac¢atkem
vlastni destilace se vkladaji do frakéni bariky varné kaminky, aby se zabranilo utajenému varu.
Pri destilaci Cisté latky je teplota konstantni a odpovida jejimu bodu varu. Ke konci destilace
se obvykle zvysi o 1-2 °C, kdy se zbylé pdary na sténdch zacnou prehfivat. Pokud se destilace
provadi se smési kapalin, nahly vzrist teploty dokazuje, Ze pravé dochazi k prechodu smési

latek.

teplomér

voda
vystup

hladi&

destilacni | &
barika '

kahan

predloha

Schéma aparatury pro jednoduchou (prostou) destilace
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Schéma aparatury pro hydrodestilaci
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Jméno a UCO:

Obor: Datum provedeni:

9.4 Prakticka cast
Silice obsazena v hrebicku obsahuje 85-90% eugenolu a 9-10% acetyleugenolu.

Eugenol je organicka sloucenina, kterd se radi mezi fenylpropanoidy. Je to bezbarva az bledé
Zlutd olejovita kapalina s teplotou varu 249 °C, kterou lze extrahovat dale z muskatového
ofiSku, skofice nebo bobkového listu. Je ¢astecné rozpustny ve vodé a dobre rozpustny v
organickych rozpoustédlech. PouzZiva se pfi vyrobé parfém(, ochucovadel, esencialnich oleja
a v mediciné jako anestetikum a antiseptikum. Pfi teploté varu vody vSak maji velkou tenzi
pary a lze je tak dobfe oddestilovat s vodni parou. Ze ziskané emulze silice ve vodé se silice

vyextrahuje do chloroformu a po jeho oddestilovani Ize ziskat ¢istou hiebic¢kovou silici.

H,CO =
HO

Chemicka struktura eugenolu

Pracovni postup:

1. V porcelanovém hmozdifi rozdrtte 2 g hfebic¢ku s pomoci porcelanového tlouku.

2. Do destilacni bariky s objemem 500 ml navazte nadrceny hrebi¢ek a naplite ji 100 ml
destilované vody.

3. Destila¢ni bariku umistéte do topného hnizda a upevnéte ji s pomoci kovového drzaku
ke kovovému stojanu.

4. Napojte na Clevenger(iv nastavec privod a odvod kohoutkové vody s pomoci hadic.

5. Na destila¢ni bariku pfipojte Clevenger(iv nastavec a do chladi¢e pustte mirny proud
kohoutkové vody. Pfed spojovanim zdbrusd je namazte jemnou vrstvou silikonové

vazeliny.
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6. Po sestaveni nechte aparaturu zkontrolovat vedoucim cviéeni.

7. Zapnéte vyhfivani topného hnizda a nechte smés v destilacni barice vafit po dobu jedné
hodiny.

8. Po ukonceni zahfivani, mlééné zakalenou smés vody se silici odpustte z kalibrované
trubice pres kohout do extrakéni nalevky.

9. Nasledné prilijte do nalevky 10 ml chloroformu, ndlevku uzavrete zatkou a intenzivné
smés nékolikrat protfepejte.

10. Vznikly pretlak par uvolnéte odzatkovanim nalevky a pockejte, aZ se vytvofi v nalevce
dvé vrstvy.

11. Spodni chloroformovou vrstvu se silici vypustte do suché uzaviratelné Erlenmayerovy
Sroubovaci bartky o objemu 100 ml, pficemz vnitfni stopku nalevky vysuste k odstranéni
stopovych mnozstvi vody.

12. Do ndlevky s vodnou vrstvou nalejte opét 10 ml chloroformu a postup opakujte dle
bodl 9-11.

13. Po vysuseni stopky nalevky opét prilejte 10 ml chloroformu a postup znovu opakujte
dle bod(i 9-11.

14. Do spojené chloroformové frakce pridejte 0.5 g bezvodého uhli¢itanu sodného a
dlsledné promichejte.

15. Uhlic¢itan sodny oddélte filtraci pres filtracni papir od chloroformové frakce.

16. Ze spojené chloroformové frakce odeberte 0.1 ml do mikrozkumavky. Zbyly objem
prelejte do destila¢ni bariky o objemu 250 ml a chloroform odparte na rotacni vakuové
odparce.

17. Pfipravte si desticku silufolu. Obycejnou tuzkou vyznacte misto startu, alespor 2 cm od
okraje desticky a naznacte tfi mista rovnomérné vzdalena od sebe.

18. Odeberte kapilarou silici v chloroformu a naneste 5 kapek na vyznaceny start
chromatogramu.

19. Z destilacni bariky odeberte kapilarou zahusténou silici a naneste 5 kapek na vyznaceny
start chromatogramu.

20. Obdobné naneste kapilarou standardni roztok standardu eugenolu do posledni drahy.

21. Nanesené roztoky nechte na desti¢ce zaschnout.
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22.Vlozte silufolovou desku do chromatografické nadoby s vyvijeci smési o slozeni
dichlormetan:n-hexan:aceton v poméru 20:10:1.

23. Chromatogram nechame vyvijet do doby, neZz vyvijeci smés nevystoupi do vysky
alesponn 1 cm od horniho okraje chromatografické desky. Po vyjmuti desky okamzité
oznacte Celo rozpoustédla.

24.Vyvolanou desku nechame na vzduchu oschnout a potom ji na 1 minutu vloZzime do
nadoby s krystalky jodu.

25. Zakreslete tuzkou skvrny, které se objevi na desce.

26. Uvedte hodnoty Rf vSech skvrn vyskytujicich se na desce.

27.Chromatografickou desku svyznacenymi polohami skvrn a vyznaéenym celem

rozpoustédla prilozte k protokolu.

Popiste vysledek purifikace eugenolu a acetyleugenolu a prilozte silika desku
s vyznacenymi skvrnami a R¢ jednotlivych frakci.
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10 Uloha &. 9 Chemicka preparace

10.1 Porceldan
Vedle sklenéného nadobi se vyuziva v laboratofich nddobi a pomicky z porcelanu.

Chemicky porcelan je vysoce mechanicky a chemicky odolny, je ovSsem citlivy na Udery a lehce
se tristi hlavné pfi velkych zménach teploty. Je staly proti vzdusnému kysliku i za Zaru, vodu
povrchové nevaze a je v ni i za vysokych teplot nerozpustny. Chemickym cinidlim vzdoruje
podobné jako chemické sklo. Chemicky porcelan mize byt vyroben z tvrdého porcelanu, ktery

snasi teploty az do 1350 °C nebo byva glazurovan s tepelnou odolnosti asi do 1200 °C.

Z porceldnu se vyrabi Blichnerovy nalevky, které maji perforované dno, na které se pfi
filtraci vklada kolecko filtracniho papiru. K drceni a roztirani pevnych vzork( se pouzivaji tfeci
misky s tloukem, které oviem nejsou vhodné k zahtivani na pfimém ohni stejné jako misky
odparovaci. Jedinym porceldnovym nadobim, které je uréeno k praci na pfimém ohni, jsou
zihaci kelimky. K navaZovani chemickych latek slouzi porcelanové lodicky, k odbéru pevnych

chemikalii z prachovnic nebo zasobnich lahvi Ize vyuZit porcelanovych lZic s kopisti.

Biichnerova ndlevka, odparovaci miska, treci miska s tloukem, Zihaci kelimek, lodicka na
vdZeni, kopist se IZici

10.2 Plasty
V soucasnosti jsou k dispozici velkda mnozZstvi rGznych plastu a elastomerd, z nichz Ize
vybrat takové, jez nejlépe vyhovuji poZzadavkim na jejich chemickou i tepelnou odolnost i
s prihlédnutim na jejich mechanické vlastnosti. Z plastickych hmot se vyrabi lahve, stticky,

odmérné nadoby, kadinky, injekéni stfikacky, ockovaci klicky, mikrobiologické Petriho misky,
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bariky a rizné trubice, odsavaci a Erlenmeyerovy bariky, zkumavky oteviené i se Sroubovaci,
mikrozkumavky s vickem s konickym i kulatym dnem (eppendorfky), mikrozkumavky pro PCR,
Sroubovatelné zkumavky s konickym dnem (falkonky), pipety, Pasteurovy pipety, pipetovaci
Spicky, stojany, zatky, nalevky, ndsypky, Bilichnerovy ndlevky, délici nalevky,

spektrofotometrické kyvety, mikrotitracni desticky, chladice, fitinky a ventily (Obrazek 1).

Odolnost plasth a elastomer( vic¢i chemickym latkdm se méni na zakladé vnéjsich
podminek. Efekt vlivu zavisi na teploté a na dobé plsobeni. Informace o odolnosti
pouzivaného polymerniho materidlu byva uvedena v pfehledech vyrobcl nebo distributort
laboratornich potreb, kde Ize nalézt udaje pro jednotlivé chemické slouceniny pro teploty 20,
50 a 100 °C a pro rizné doby plsobeni (7 a 30 dnt). VZdy je vhodné srovnat Udaje alespon ze
dvou rlznych zdrojli, jelikoz klasifikace odolnosti nebyla do soucasnosti sjednocena. Pro
nékteré plasty a elastomery se ne vidy uvadi, zda u nich dochdzi k nevratnému poskozeni
projevujici se ztrdtou mechanické pevnosti. Urover odolnosti plastd v(¢& chemickym
slouc¢eninam je pro danou chemickou latku nutné individudlné posoudit. Plati, Ze ¢im je
plasticka hmota nebo elastomer chemicky odolnéjsi, tim je také drazsi. V Tabulce 1 jsou

shrnuty v soucasnosti nejpouzivanéjsi plasty a jejich zkratky.

Odmeérné ndadoby, kadinky, odsavaci a Erlenmeyerovy bariky, nalevky, ndsypky a
Blchnerovy nalevky byvaji vyrabény predevsim z levnéjsich polymerd, jako jsou polypropylen
a polymethylpenten. Kadinky pro praci za vyssich teplot, barky opatifené zabrusovym hrdlem,
ale i délici nalevky a chladiée jsou vyrabény z polytetrafluorethylenu nebo z termoplastickych
druhl teflonu, které jsou prusvitné, takie Ize pfimo pozorovat jejich obsah.
Spektrofotometrické kyvety jsou vyrdbény z polymetyhlmethakryldtu nebo polystyrenu,

kyvety pro ultracentrifugaci z polykarbonatu.

Tabulka 1
Zkratka Chemicky nazev
LDPE polyethylen s nizkou hustotou
HDPE polyethylen s vysokou
hustotou
PP polypropylen
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PMP polymethylpenten
PTFE/Teflon polytetrafluorethylen
PFA perfluoralkoxyfluorpolymer
FEP kopolymer tetrafluorethylenhexafluorpropylenu
PEEK polyetheretherketon
PVA polyvinylalkohol
PVC polyvinylchlorid
PVDF polyvinylidenfluorid
PMMA/Plexisklo polymetyhlmethakrylatu
PA/Silon polyamid
PC polykarbonat
PS polystyren
SlI/Silikon -elastomer polyorganosiloxany
NR - elastomer pryz z prirodniho kaucuku (cis-polyisopren)
NBR/Buna N/ kopolymer butadienu a akrylonitrilu
Perbunan -elastomer
FPM/Viton -elastomer kopolymer vinylidenfluoridhexafluorpropylenu

Elastomery v chemické laboratofi se vyuZivaji predevsim jako hadice, ochranné
rukavice a rdzné pruzné tésnéni (O-krouzky). Hadice se vyrabéji jak z mékkych pryzi, tak i z
pevnéjsich ale dostatecné ohebnych plast(. V prvni skupiné jsou hadice z pfirodniho kaucuku
(NR) a raznych syntetickych pryzi. Po chemické strance jsou to butylkaucuky, nitrilové pryze
(Buna N), neopreny neboli polychlorpreny (polymer 2-chlorbuta-1,3-dienu), mékéené PVC,
silikonové nebo vinylové pryZe. Opét je nutné jejich chemickou odolnost vici konkrétnim
latkdam hodnotit individualné. V druhé skupiné jsou LDPE, PEEK (polyetheretherketon), teflony
PTFE, FEP a PFA, které maji dobrou chemickou odolnost. Ke sklenénym aparaturam se pfipoju;ji
Sroubovacimi spoji nebo plastovymi ¢i kovovymi fitinkami a jsou uréeny predevsim pro

narocnéjsi aplikace vyzadujici zvySené tepelné naroky.
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10 11 12 13 14

Obrdzek 1 1 — krabicka na Spicky, 2 — titracni mikrodesticka, 3 — stojan na riizné druhy
zkumavek, 4 — pipetovaci Spicky pro riizné objemy, 5 — spektrofotometrickd kyveta, 6 — injekcni
strikacka, 7 — PCR mikrozkumavka, 8 — eppendorfky s riiznymi objemy, 9 — Sroubovatelnd
kryozkumavka, 10 — Sroubovatelnd zkumavka s konickym dnem pro max. objem 50 ml
(falkonka), 11 — falkonka pro max. objem 15 ml, 12 — sterilni sroubovatelnd zkumavka, 13 —
oteviend zkumavka, 14 — Petriho miska

Ochranné rukavice se vyrabéji z PVA (polyvinylalkohol), PVC, neoprenu, butylového,
nitrilového nebo vinylového kaucuku. Odlisuji se tloustkou a provedenim vnitfniho povrchu.
Vybrani dodavatelé laboratornich potfeb a ochrannych bezpecnostnich pomuicek na svych
webovych strankach (napfr. www.coleparmer.com) zpfistupnili interaktivni databazi chemické
kompatibility ochrannych rukavic, ktera umoznuje kvalitativni porovnani stupné ochrany, jez

jednotlivé materialy poskytuji pfi praci s uréitou chemickou latkou.

10.3 Zahrivani
V laboratofich se vyuZiva nékolik zplsobd, jak dodat teplo. Castym zdrojem byva pro

prace pfi vyssich teplotach plynovy kahan. Zahtivani sklenéného nadobi kahany je nutné vzdy
provadét na ohnivzdorné sitce. Je to jednoduché zatizeni, které vytvafi smés vzduchu nebo
kysliku se zemnim plynem, ktera se se na konci trubice kahanu spaluje. Vyrdbi se nékolik typu

kahanu.
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Bunseniv kahan — je tvoren z misici trubice, ktera je na dolnim konci vybavena nékolika otvor,
na jejichZ vnéjsi strané je navlecena prstencova objimka rovnéz s kruhovymi otvory. Otacenim
objimky se reguluje vzduch, ktery nasava plyn proudici z plynové trysky, coz je uzka trubicka

umisténa uprostfed misici trubice a koncici v Urovni vzduchovych otvor( prstence.

Tecluho kahan — jedna se o zlepSenou verzi Bunsenova kahanu, ktery ma vlistni regulaci pro
privod plynu a umoziuje spalovani smeésis vétsim obsahem vzduchu. Pfivod vzduchu se ovlada

Sroubem, ktery se pohybuje po zavitech vyfiznutych na vnéjsi strané trysky.

Mékertiv kahan — dokaze vyvinout nejvyssi zar. Regulace vzduchu je podobné konstrukce jako
u Bunsenova kahan, ale vzduchovych otvor( je vidy vice. Misici trubice je v horni ¢asti
rozsitena a do jeji Usti je nasazen mfizovy rost, ktery zabranuje pti velkém misicim poméru
zpétné Slehnuti plamene. Rost navic rozklddd plamen na mensi kuzele, coz zabranuje tvoreni

velkého chladného redukéniho prostoru.

s s

DalSimi zdroji tepla jsou elektrické vafi¢e a topna hnizda. Pfi pouziti vari¢e k ohfivani
sklenénych nadob je opét nutné vyuzit zaruvzdornych siték. U topnych hnizd, které se svym
tvarem pfrizpUsobuji tvarGm zahtivanych banék je elektrickd spirala kryta s tim, Ze se tyto
zdroje nerozzhavi do ¢erveného zdaru a jejich vytapéni lze citlivé regulovat, coz zaroven snizuje
nebezpedi pozaru. Jelikoz kazdé primé topeni je narocné pro vlastni material zahfivaného
materidlu, je vyhodné teplo predavat s vyuzitim lazni. Podle média, které teplo generuje a

soucasné predava, se lze setkat s nékolika typy lazni.

Vv

Lazné vzdusné — jelikoz je prestup tepla z plynu obecné nizsi, je nutné k prevodu vétsiho
mnozstvi tepla pouzit vysokych teplot, kterymi se dosahne vyssi tepelny spad. Z toho vznika
nebezpecdi prehrati zahfivané nadoby v lokalnich mistech, a proto tento typ zahfivani neni
vhodny pro velké objemy. Lazen se realizuje kovovou valcovou nadobou, ktera se zahfiva

kahanem nebo elektrickym vari¢em.

Vodni lazen — je vhodnd k zahrivani latek po bod varu a k destilaci kapalin do 80 °C. Voda

v lazni se ohtiva bud plynem, elektricky nebo kahanem.

Olejova lazen — lze pouzit az do 250 °C s vyuzitim mineralnich oleji , v pfipadé nékterych
silikonovych oleji az do 400 °C. Nevyhodou minerdlnich oleju je jejich tepelna labilita a

nutnost vymény z dlivodu jejich ¢ernani. Z dlivodu teplotni roztaznosti oleji se lazné pini
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pouze do poloviny, aby medium pfi zvySenych teplotdch nepfetékalo. Soucasné je nutné
teplotu [dzné kontrolovat s tim, Ze maximalni teplota by méla byt jen o 20—30 °C vyssi nez je
vyZadovana teplota reakéni smési. Ddle je nutné zamezit praniku vody, jelikoz pfi teplotach

vyssich nez 100 °C zacne olej prskat a pénit.

Solné lazné — jsou vyuZivany pro teploty nad 300 °C a v praxi se jedna obvykle o smés nékolika

soli s tim, Ze tepelné namahani sklenénych aparatur je znacné.

Kovové lazné — vyuzivany jsou obdobné jako lazné solné obvykle pro zahfivani mensich
sklenénych banék. Material ldzné byva nejcastéji tvoren nizkotajicimi slitinami. Diky vysoké

tepelné vodivosti je prestup tepla z lazné velmi rychly.

Piskova lazen — tvori ji Zzeleznd miska nebo hrnec, ktery je naplnén velmi jemnym piskem.
Nadoba je zahtivdna kahanem, nicméné prohfivani je obvykle nerovhomérné stejné jako
udrzovani teploty. Vyhodnéjsi byva Supinkova tuha, ktera dobfe vede teplo a také neskrabe

sklo.

10.4 Suseni pevnych latek
SuSeni pevnych latek se principialné zakladd vétSinou na odstranovani vihkosti za

normalni nebo zvysené teploty, ptripadné soucasné i za snizeného tlaku. Pfed vlastnim suSenim
je nezbytné odstranit mechanicky co nejvétsi mnozstvi vody nebo jiného rozpoustédla
odsatim, vylisovanim apod. Ndsledné se suSena latka rozprostie v tenké vrstvé na filtracnim
papiru nebo porceldnové misce na volném vzduchu. Za zvySené teploty se tato operace
provadi v elektricky vytapénych susarnach. Do té se musi latka pokladat na vhodné podlozZce
v podobé porceldnovych nebo sklenénych misek (hodinové sklo). V susarné se nesmi nikdy
susit tékavé nebo hoflavé latky nebo latky se zbytky hoflavych organickych rozpoustédel,

jelikoz jejich pary by mohly se vzduchem vytvofrit tfaskavou smés.
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Jméno a UCO:

Obor: Datum provedeni:

10.5 Prakticka cast A — Izolace kyseliny citronové

Kyselina citronova je trikarboxylova slaba organicka kyselina (pKa1 = 3,15; pKa2 = 4,77;
pKa3 = 6,40). Je to bild krystalicka latka, ktera je dobre rozpustna ve vodé (59,2 g na 100 g vody
pfi 20 °C) nebo etanolu, slabé rozpustna je v jinych organickych rozpoustédlech. Pfi zahrati
nad 175 °C se rozklada na kyselinu akonitovou, cozZ je sou¢asné meziprodukt pfemény kyseliny
citronové na izocitronovou enzymem akonitdzou v Krebsové cyklu. Kyselina citronova byla
poprvé izolovana Svédskym chemikem C. W. Scheelem v roce 1784 krystalizaci z citronové
Stavy. Vsoucasnosti se vyrabi v pramyslovém mérfitku z plisné Aspergillus niger, kterd
produkuje kyselinu béhem fermentace sachardzy. Postup byl poprvé popsan v roce 1917
americkym chemikem Jamesem Currie a do priimyslové vyroby preveden v roce 1919 firmou
Pfizer. Z fermentacniho media se po odstranéni mikroorganismu filtraci nasledné kyselina
citronova izoluje vysraZzenim s pomoci vapenatych iontl ve formé nerozpustného citratu
vapenatého. Kyselina citronova se zpétné ziska rozpusténim citratu vapenatého v kyseliné
sirové. Bezvodou kyselinu citronovou lze ndsledné z horké vody, jeji monohydrat lze
krystalizovat za studena. Kyselina citronovd se v praxi vyuZivda v potravinarstvi jako
konzervacni a dochucovaci Cinidlo (E330). Diky své vlastnosti chelatovat ionty kovl se také

pouziva jako aditivum do chelataénich a Cisticich Cinidel.

HO OH
OH

Chemicka struktura kyseliny citronové
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Pracovni postup:

1. Do susarny vlozte porcelanovou misku a vysuste ji pfi teploté 160 °C.

2. Do kadinky o objemu 250 ml vymackejte stavu z jednoho citronu a zmérte jeji objem
s pomoci vhodného odmérného valce.

3. Do kadinky s stavou vloZte magnetické michadlo a pfidavejte Pasterovou pipetou 20%
roztok amoniaku pfi zapnutém michani na magnetické michacce az pH roztoku
dosahne pfiblizné hodnoty 8,0 — pH kontrolujte s pomoci pH papirkd.

4. Neutralizovanou $tavu zfiltrujte pre Blichnerovu nalevku za snizeného tlaku.

5. Roztok nasledné prelijte do Cisté kadinky a privedte jej k varu.

6. Podosazenivaru vypnéte varic a kyselinu citronovou vysrazejte 25% roztokem chloridu
vapenatého.

7. Vzniklou sraZeninu citratu vapenatého zachytte na Blichnerové nélevce.

8. Ze susarny vyjmeéte s pomoci klesti porceldnovou misku, zvazte ji na analytickych
vahach a kvantitativné prevedte srazeninu z filtraéniho papiru s pomoci sklenéné
tyCinky na misku.

9. Misku umistéte zpét do susarny a vysuste pevny zbytek pfi 160 °C po dobu 30 minut.

10. Vyjméte misku a zvazte ji.

Vysledky:

Hmotnost prazdné misky Hmotnost misky Hmotnost citronanu

(g) s citronanem vapenatym (g) vapenatého (g)

Napiste rovnice vSech chemickych reakci, které jste v ramci tlohy provedly ve spravném
stechiometrickém poméru. Hmotnost citronanu vapenatého prepocitejte na hmotnost
kyseliny citronové v gramech a vypocitejte obsah kyseliny citronové v 1 ml citronové
Stavy.

Biochemicka laboratorni technika 124




Uloha &8
Destilace s vodni pdrou

10.6 Prakticka cdast B - dehydratace CuSO4.5H,0

Vybrané chemické latky mohou ve své krystalové mrizce nést urcity pocet molekul
vody. Takové latky jsou nazyvany krystalohydraty a voda v nich obsazend se oznacuje jako
krystalova voda. Do krystalové mfizky se voda vaze vazbami rlizného druhu a rozdil v sile této
vazby se projevuje v teploté, pfi niz mize byt krystalova voda z hydratu odstépena. Obecné
plati, Ze mnoZstvi krystalové vody bude zaviset na teploté, pti které latka tvofici hydrat
krystalizuje. Hydraty krystalizujici pfi niZsi teploté maji zpravidla vyssi obsah hydratované
vody. Stdlost hydrdtd souvisi s parcidlnim tlakem vodnich par nad pfislusSnym hydratem.
V pfipadé, Ze je tento parcidlni tlak stejny jako tenze vodnich par v okoli, bude hydrat na
vzduchu stabilni. Pokud je ale tento parcidlni tlak vyssi, ztrati krystal samovolné cast
hydratované vody, aby se rozdily tenzi vyrovnaly. V ptipadé, Ze tenze vodnich par v okoli je
vyssi, latka bude pfijimat vodu z okoli a bude dochdzet k jejimu vlhnuti ptipadné az
rozpousténi. Latky, které ochotné pfijimaji vodu z prosttedi, se oznacuji jako hygroskopické.
Krystalohydrat Ize ¢astecné nebo uplné zbavit krystalové vody zvysenim tenze jeho vodnich
par nebo Ze se vyrazné snizi tenze vodnich par v okoli. Pfi zahfivani modré skalice
(CuS04.5H;0) na teplotu v rozmezi 100-250 °C Ize dosahnout ods$tépeni 4 molekul vody.

Posledni molekula vody se odstépuje az pfi teplotach nad 250 °C.

Pracovni postup:

1. V suSarné vysuste porceldnovou misku pfi teploté 160 °C po dobu 30 minut.

2. VysuSenou misku vyjméte pomoci klesti, stanovte na analytickych vahach jeji hmotnost
a zapiste ji.

3. Navaite do misky pfiblizné 1 g modré skalice s presnosti na 4 desetinnd mista a
zjisténou hmotnost opét zapiste.

4. Porceldnovou misku poté vloZte do susarny a ponechte ji v ni po dobu 30 minut.

5. Vyjméte misku ze susarny klestémi a zjistéte jeji hmotnost na analytickych vahach.
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Vysledky:
Hmotnost misky Hmotnost misky
Hmotnost prazdné misky
() s CuS04.5H,0 (g) pred s CuS04.H,0 (g) po
4
vysusenim vysusenim

Spocitejte ubytek hmotnosti a latkového mnoZstvi modré skalice v gramech a molech
a z dané hodnoty odvodte kolik ztratila molekul krystalové vody p¥i teploté 160 °C.
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