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Uvod

Laboratorni rad

10.

11.
12.
13.
14.
15.

16.

17.

Student je pred zahdjenim prdce v laboratofi povinen seznamit se slaboratornim radem,
s bezpecnostnimi predpisy a s poskytovanim prvni pomaoci.

Student je povinen pfichdzet do laboratore vcas a fadné pripraven. Musi mit provedeny potiebné
vypocCty, znat vlastnosti latek, se kterymi bude pracovat apod. Pfed zahajenim cviéeni vyucujici
ovéruje znalosti studentl. Pokud student neméa dostateéné znalosti k feSeni dané ulohy, cviceni
vykona v ndhradnim terminu.

Kazda absence musi byt omluvena. Ma-li student vazné osobni dlvody, pro které se nemlze
zUcastnit cviceni, sdéli to vedoucimu predem. Kazdd zameskana uloha musi byt nahrazena. Na
terminu ndhradniho cvieni se student dohodne s vedoucim cviceni.

PFi préci v laboratofi musi mit student pracovni plast a vhodnou obuv.

Studenti pracuji ve dvojicich. Pfed zahdjenim prace zkontroluji podle pfilozeného seznamu
pracovni stll a jeho vybavenost. VSechny zavady zjisténé pred zahajenim prace nebo v jejim
pribéhu neprodlené hlasi vedoucimu cviceni.

PFi praci je nutné postupovat presné podle zadané ulohy a pokynl vyucujiciho. Pfed pouZivanim
pristroji se musi student nejprve seznamit s jejich obsluhou.

Prabéh prace a dosaZzené vysledky si kazdy student zaznamenava do protokolarniho sesitu. Po
skonceni cviceni predloZi vysledky vedoucimu cviceni.

Nasledujici cviceni odevzddava kazdy student vypracovany protokol, ktery musi obsahovat: jméno
studenta, studijni kombinaci, datum, nazev ulohy, struény princip ulohy, stru¢ny pracovni postup,
vysledky, diskusi a zavér (tabulky, grafy).

Po skonceni prace je student povinen dat své pracovni misto do poradku, radné umyt sklo a
oplachnout je destilovanou vodou.

Student smi opustit laboratof az po kontrole dosazenych vysledk( a stavu pracovniho stolu
vyucujicim.

Po skonceni prace je povinnost uzavfit vodu a vypnout elektrické spotfebice.

V laboratofi je zakdzano jist, pit a koufit.

Studenti jsou povinni dodrZovat bezpecnostni predpisy.

Prace s jedovatymi, tékavymi a pachnoucimi latkami se provadi pouze ve spusténé digestofi.
Zvlastni opatrnosti je tfeba dbat pfi manipulaci s otevienym ohném, hoflavinami, Ziravinami
a jedovatymi latkami.

Pfipadné zavady, nedostatky, nehody nebo poranéni je nutné ihned hlasit vyuéujicimu a v pfipadé
potieby poskytnout okamzité prvni pomoc.

Prace v chemické laboratofi je zakdzana téhotnym anebo kojicim Zenam a matkam do konce 9.
mésice po porodu. Studentka je povinna vedoucimu cvi¢eni okamZité oznamit graviditu, kojeni ¢i
nedavny porod.



Bezpecnost prace v chemické laboratofi
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20.

Provadéjte pouze prace podle pokyni vyucujiciho a pracovniho navodu.

Seznamte se s rozmisténim hasicich pristrojd a s Unikovymi vychody z laboratore.

V laboratofi nikdy nejezte, nepijte a nekurte. Po skonceni prace si diikladné umyjte ruce.
K jidlu a piti (mimo laboratof) nepouzivejte nikdy chemické sklo.

Tasky a obleceni ulozte do skfini mimo laboratofr.

PF¥i praci v laboratofi vidy noste pracovni plast a vhodnou obuv.

Neprovadéjte samovolné opravy nebo Upravy na elektrické instalaci a pfistrojich.
Chemikalie nikdy nezkousejte Usty a neinhalujte vypary.

Nepipetujte Usty.

. P¥i praci se Ziravinami a jinymi nebezpecnymi latkami si chrarite oblicej a o¢i ochrannym Stitem,

ruce gumovymi rukavicemi.

. Na pracovisti udrzujte poradek a Cistotu. Dbejte, abyste vnéjsi stény nddob nebo pracovni misto

nepotfisnili chemikaliemi.

Koncentrované kyseliny a zasady redte tak, ze kyselinu nebo zasadu nalijete tenkym proudem po
ty¢ince do vody za soucasného michdni a chlazeni.

Pfi provadéni pokusl ve zkumavkach drite uUsti zkumavek odvracené od obli¢eje (svého
i spolupracovnikd).

PFi praci s hoflavinami nesmi byt v blizkosti otevieny ohen. PFi destilaci hoflavin je nezbytné z okoli
odstranit zasobni lahve hotlavin a kontrolovat pritok vody chladicem. Hoflaviny nikdy nezahftivejte
pfimym plamenem, pouzivejte 1azné nebo topna hnizda.

Zvysenou pozornost vénujte hlavné manipulaci s hotlavinami I. tfidy, které maji teplotu vzplanuti
do 21°C (aceton, ether, methanol, ethanol, benzin, benzen a toluen).

Pokud vypukne poZar, je kazdy povinen pokusit se ho zdolat vlastnimi silami (hasicim pristrojem,
improvizovanymi hasicimi prostfedky). Je nutno ddle vypnout elektricky proud a pokusit se
odstranit z okoli pozaru hoflavé latky (zejména kapaliny) a nadoby se stlacenymi plyny. Nelze-li
pozar zvladnout vlastnimi silami, je nutné neprodlené volat hasice (tel. ¢islo 150).

Strepy a jiné odpadky s ostrymi hranami musi byt odkladany do nadob zvlast k tomu uréenych.
Zbytky jedl a organickych rozpoustédel likvidujte podle pokynt vyucujiciho.

Pti praci s etherem dbejte Uzkostlivé na bezpecnostni opatfeni (mozZnost vzniceni i od horkych
soucasti).

V ptipadé nehody okamzité informujte vyucujiciho a poskytnéte prvni pomoc. Vedoucimu cviceni
je tfeba hlasit i kazdé nepatrném poranéni, bolesti hlavy, huéeni v usich apod. Ve vSech pfipadech
je nutno sepsat protokol o poranéni pro pripad pozdéjsich komplikaci.



Prvni pomoc pfi nehodé

Pti poleptani kiZe silnou zdsadou nebo kyselinou zasazené misto ihned dikladné omyjte proudem
vody.

Pfi zasazeni oka chemikadlii ihned oko vyplachnéte slabym proudem vody.
Pti poleptani sliznice v Ustech provedte dlkladny vyplach Ust vodou.

Pti poziti louhu se doporuéuje pit zFedénou kyselinu octovou (0,5 - 2 g:I), pfi poZiti kyseliny pijte
suspenzi oxidu hofe¢natého nebo hydroxidu hlinitého ve vodé. Po pofziti jed(i je charakter prvni pomoci
specificky podle druhu otravy, doporucuje se vypit aspon 0,5 | vody a vyvolat zvraceni. Vidy je nutné
vyhledat odborné |ékatské oSettenil

Hoftici odév haste prikryvkou nebo sprchovou vodou. Pfi likvidaci vétsich plamen( pouZijte hasici
pristroje. Pri malych popadleninach oSetfete postizené misto masti na spaleniny
a zakryjte sterilnim obvazem. Vétsi popdleniny osetfi |ékar!

Pfi porezani sklem odstrarte z povrchové rany sklo, okoli otfete zfredénym peroxidem vodiku (3%) a
ovazte sterilnim obvazem. Vétsi zranéni osetfi |ékar!



Nebezpecné latky v chemické laboratofi:

Tab. 1: Seznam nékterych nebezpecnych latek pouzivanych v tomto cviceni.

Nazev GHS Prvni pomoc
Amoniak GHSO05, Pti poziti: vyplachnout Usta, nevyvoldvat zvraceni
GHSO07, Pti styku s kUzi: kontaminované obleceni svléknout, oplachnout vodou
GHS09 Pti vdechnuti: pfenést na Cerstvy vzduch, poloha usnadnujici dychani
Pti zasazeni oCi: nékolik minut vyplachovat vodou (vyjmout ¢ocky)
Benzen GHS02, Pfi pofZiti: okamzité volat toxikologické informacni stredisko / Iékare,
GHSO07, nevyvolavat zvraceni
GHSO08 Pfi styku s kGzi: kontaminované obleceni sviéknout, omyt dostatecnym

mnozstvim vody a mydla
Pti zasazeni oCi: nékolik minut vyplachovat vodou (vyjmout ¢ocky)

Difenylamin | GHSO06, Pfi poZiti: okamzité volat toxikologické informacni stredisko / Iékare,
GHSO0S, nevyvolavat zvraceni
GHS09 Pfi styku s kGzi: kontaminované obleceni sviéknout, omyt dostatecnym

mnozstvim vody a mydla
Pfi vdechnuti: pfenést na Cerstvy vzduch, poloha usnadiujici dychani
Pti zasazeni oCi: nékolik minut vyplachovat vodou (vyjmout ¢ocky)

Dusi¢nan GHSO03, Pti poziti: vyplachnout Usta, nevyvoldvat zvraceni
stfibrny GHSO05, Pti styku s kGzi: kontaminované obleceni svliéknout, oplachnout vodou
GHS09 Pti vdechnuti: pfenést na Cerstvy vzduch, poloha usnadnujici dychani
Pti zasazeni oCi: nékolik minut vyplachovat vodou (vyjmout ¢ocky)
Fenol GHSO05, Pfi poziti: okamzité volat toxikologické informacdni stredisko / lékare,
GHSO06, nevyvolavat zvraceni
GHS08 Pfi styku s kGzi: kontaminované obleceni svliéknout, omyt dostatecnym

mnozstvim vody a mydla
Pti vdechnuti: pfenést na Cerstvy vzduch, poloha usnadnujici dychani
Pti zasaZeni oci: nékolik minut vyplachovat vodou (vyjmout ¢ocky)

Chloroform | GHS06, Pti potziti: vyvolat zvraceni (do 1 hod od potZiti), po 5 minutach podat 10-
GHS08 20 rozdrcenych tablet aktivniho uhli rozmichanych ve vodé, volat Iékare
Pti styku s kUzi: kontaminované obleceni svléknout, oplachnout vodou

Pti vdechnuti: pfenést na Cerstvy vzduch, poloha usnadnujici dychani

Pti zasaZeni oci: nékolik minut vyplachovat vodou (vyjmout ¢ocky)

Methanol GHS02, Pti poZiti: okamzité volat toxikologické informacni stredisko / lékare,
GHSO06, vyplachnout Usta vodou
GHSO08 Pti styku s kdzi: kontaminované obleceni svléknout, oplachnout vodou

Pti vdechnuti: pfenést na Cerstvy vzduch, poloha usnadnujici dychani
Pti zasaZeni oci: nékolik minut vyplachovat vodou (vyjmout ¢ocky)

Octan GHSO08, Pti poziti: volejte |ékare, konzultujte nutnost Iékarského osSetreni
olovnaty GHS09 Pti styku s kGZi: kontaminované oblecéeni svliéknout, oplachnout vodou
Pti vdechnuti: pfenést na Cerstvy vzduch, poloha usnadnujici dychani
Pti zasazeni oci: nékolik minut vyplachovat vodou (vyjmout ¢ocky)

Ziraviny GHSO05 PFi poziti: nevyvolavat zvraceni, vyplachnout Usta

obecné Pti styku s kUzi: kontaminované obleceni svléknout, oplachnout vodou
(kyseliny, Pti vdechnuti: pfenést na Cerstvy vzduch, poloha usnadnujici dychani
louhy) Pti zasaZeni oci: nékolik minut vyplachovat vodou (vyjmout ¢ocky)
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Laboratorni sklo

Mezi laboratorni sklo se fadi veskery sklenény material, se kterym se setkavate v chemické laboratofi.
Laboratorni sklo ma vysokou odolnost k minerdlnim kyselinam a zasadam. Z fyzikalnich vlastnosti skla
je nejdilezitéjsi jeho tepelnd roztaznost. Obecné maji skla méknouci pti vyssich teplotach vétsi
odolnost proti nahlym tepelnym zménam. V laboratofi se mizZete setkat predevsim se tfremi druhy skla:

1) Sklo mékké — sodno-draselno-vdpenaté se pouziva na vyrobu nadobi, které neni vystavovano
tepelnému namahani. M4a velky koeficient roztaznosti, takZe nesnese kolisani teploty. Musi se
zahtivat nebo ochlazovat velmi opatrné. M3 nizky bod tani, a proto se da snadno roztavit
v plamenu nad kahanem. Zméklé sklo se pak da lehce opracovavat.

2) Sklo tvrdé — borosilikatové slouzi na vyrobu sklenéného nadobi, které se mize zahfivat nad
plamenem. Zhotovuje se znéj veSkeré varné a odmérné sklo. Borosilikdtové sklo ma
nazelenalou barvu a vyznacuje se odolnosti proti praskani, vysokym bodem tani a vysokou
chemickou odolnosti. Nejbéznéjsi obchodni znacky jsou Sial, Simax, Duran ¢i Pyrex.

3) Sklo kiemenné — se vyznacuje vysokou chemickou a tepelnou odolnosti. Je vSak velice kiehké
a vyuzivd se pouze ke zhotovovani specidlnich nadob a zatizeni, napf. kyvet pro
spektrofotometrii (propousti UV zafeni).

Obecnou vlastnosti skla je jeho kiehkost. Zbytecnému praskani zamezite radnym uchycenim do svorek
a lapdka s Celistmi s korkovou vyztuzi, popt. s navle¢enymi gumovymi hadic¢kami. Pti praci s agresivnimi
latkami ¢i ve vakuu neni vhodné pouzivat korek a gumové hadice. Zde se pak pracuje se zabrusovym
sklem, které se da vzajemné stavebnicové propojovat. Zabrusové banky, chladice, teploméry, zatky
atd. jsou normalizované. Nejcastéjsi rozméry zabrusl jsou NZ 14,5/15; NZ 29/32; NZ 40/45 (Cisla
znamenaji primér zabrusu v mm v zUZené a $irsi ¢asti). Prace se zabrusy je rychld a pohodInd. Zabrusy
je vsak tfeba vidy radné promazat silikonovou vaselinou, aby nedochazelo k jejich ,,zatuhnuti“.

Vedle sklenéného nadobi se vchemické laboratofi velice ¢asto pouziva téZz nadobi a pomlcek
z porcelanu (tfeci a odparovaci misky, Zihaci kelimky, vaZzenky, 1Zicky, Blichnerovy nélevky aj.). Tvrdy
chemicky porcelan ma vysokou mechanickou a chemickou odolnost. Je citlivy na Udery a lehce se tFisti
hlavné pfi prudkych zménach teploty. Je staly proti vzduSnému kysliku i za Zaru, vodu povrchové nevaze
ajev niizavysokych teplot nerozpustny. Chemickym ¢inidlim vzdoruje asi stejné dobfe jako chemické
sklo. Chemicky porcelan mulze byt drsny ¢i glazurovany. Glazura jeho vlastnosti nijak vyrazné
neovliviiuje.

Chemické nadobi je tfeba ihned po praci vycistit, dokud necistoty a zbytky chemikalii na sténdach jesté
nezaschly. Zpravidla si vystacite s postupy znamymi z domdacnosti, tj. pouZiti sapondtového prostfedku
a dikladné omyti vodou. V laboratofi vSak nezapomerite na posledni krok, kterym je fadné vyplachnuti
destilovanou vodou. Pokud na sténach ulpély kousky ve vodé nerozpustnych necistot, pouZijte
mechanickych pomlcek, jako jsou kartace, atrzky filtracniho papiru nebo jemny pisek. Toto
mechanické cisténi vsak nesmi sklo poskrabat, i nepatrné Skrabnuti mizZe zpUsobit pfi zahtivani
prasknuti skla. KdyZ ani mechanické cisténi nevede k odstranéni necistot, pfichazi na fadu chemické
Cisténi. Pouzijte rozpoustédlo, které CiStény material nekoroduje a ve kterém je necistota rozpustna.
Nejcastéji se vyuZzivaji v laboratoti dostupné mineralni kyseliny. PFi této Cinnosti dbejte na dodrzovani
bezpecnostnich predpist a pouZivejte ochranné pomlcky. Vysokou Cistici schopnost ma tzv. kyselina
chromsirova, coz je dichroman sodny rozpustény v koncentrované kyseliné sirové. Sklo se do této
smési namoci pfes noc a rano se pak dikladné oplachne v roztoku detergentu, pod tekouci vodou
a nakonec ve vodé destilované. Chromsirova smés se po case vyCerpa, coz se projevi zelenym
zbarvenim (redukce dichromanu na ion chromity). Takova smés je pak malo Ucinna a musi se pfipravit
nova.



Zv1astni naroky jsou kladeny na sklo pouzivané v molekularné biologické laboratofi, kde se velice ¢asto
pracuje s bakteridlnimi kmeny a jinymi mikroorganismy a je velké riziko bakteridlni kontaminace
z okoli. Proto je snaha o to pouzivat pro manipulaci s témito organismy pouze sterilni plasty na jedno
pouziti. Pokud je nutno pouzit sklenéné ¢i jiné drazsi nddobi, musi se predem sterilizovat ve specidlnich
tlakovych nadobach (autoklavech) a nasledné vysusit v susarné na 105°C. Zvlastni péce je pak
vénovana sklu, které se pouzivda pro manipulaci s RNA. Hrozi totiz nebezpeli kontaminace
ribonukleasami, coZ jsou degradacni enzymy RNA, které jsou velice stabilni a odolavaji i bézné
sterilizaci. Sklo se proto pred sterilizaci namaci do roztoku jejich inhibitoru diethyl pyrokarbonatu.

Laboratorni plasty

Vedle laboratorniho skla a porceldanu se v chemické laboratofi mizZete ¢im dal tim castéji potkat
s laboratornimi plasty — centrifugacni zkumavky (falkony), kyvety, mikrozkumavky a dalsi. Tyto plasty
se lisi svym slozenim, proto se vyznacuji rozdilnou mechanickou, teplotni a chemickou odolnosti, na
coz je pred pouZitim daného plastu brat zietel. Nejcastéji se setkate s nasledujicimi plasty:

1) Polyethylen (PE) je nejznamé;jsim termoplastem. RozliSujeme dva druhy PE:

a. LDPE (Low-density PE) — staly vici bezkyslikatym kyselindm, zdsaddm a solim, pfi
vyssich teplotach se rozpousti v organickych rozpoustédlech, nestaly vic¢i aromatim a
chlorovanym uhlovodikiim; dlouhodobé snese teploty do 80 °C, kratkodobé do 95 °C,
mechanické vlastnosti si udrzuje do -40 °C.

b. HDPE (High-density PE) — vyznacuje se vy$si mechanickou pevnosti nez LDPE, lze jej
pouzit v rozmezi teplot -50 °C az 200 °C.

Centrifugacni zkumavky byvaji obvykle vyrobeny z LDPE, proto je tfeba dbat na rozsah teplot,
ve kterych pracujete. Tyto falkony také obvykle nejde sterilizovat autokldvovanim, ale lze je
sterilizovat pouzitim ethylenoxidu, chemicky pomoci formalinu nebo y-zafenim.

2) Polypropylen (PP) ma velmi dobrou chemickou a mechanickou odolnost. Plasty z PP |ze pouzit
v rozmezi teplo -10 °C az 121 °C, Ize je autoklavovat, sterilizovat ethylenoxidem nebo chemicky
formalinem, je tfeba brat v potaz, Ze pfti nizSich teplotach PP plast kiehne. PP plasty jsou
odolné vici olejim, organickym rozpoustédliim, alkoholim, nelze pouZzit na oxidujici kyseliny,
xyleny, tetrahydronaftalen. Z PP se vyrabi vétSina centrifugacnich zkumavek a mikrozkumavek.

3) Polystyren (PS) je pomérné tvrdy, ale kiehky plast, citlivy na naraz, je odolny vici kyselinam a
zasadam, neni odolny vUci organickym rozpoustédllim. Plasty z PS jsou citlivé vici UV-zareni,
malo odolné vici teploté — snesou maximalni teplotu do 80 °C, pfi 90 °C méknou, starnutim
kfehnou, mohou se vytvofit trhliny. Z polystyrenu je vyrobena vétSina plastd ke kultivaci
mikroorganismi a tkanovych kultur (Petriho misky, kultivacni lahve, ..), zkumavky,
spektrofotometrické kyvety a dalsi. Co se spektrofotometrickych kyvet tyka, ty Ize pouZit pouze
ve viditelné casti spektra.

4) Polymethylmetakrylat (PMMA) je relativné drahy termoplast, md dobré mechanické
vlastnosti, je odolny vici zredénym kyselindm a zdsadam (v koncentrovanych se rozpousti),
rozpousti jej aromatické a chlorované uhlovodiky, estery, ketony, ethery. Tepelné odolny je
PMMA v rozsahu teplot -40 °C az 85 °C, ma nizkou povrchovou odolnost, snadno se poskrabe
(problém zvlasté u spektroskopii). Propustnost PMMA zasahuje i do UV-oblasti, proto lze
kyvety z PMMA pouZivat pro UV-spektroskopii.
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Chemické nadobi a aparatury

Mezi zakladni vybaveni kazdé chemické laboratore patti banky a kadinky (Obr. 1). Kddinky maji rovné
dno a na hornim okraji mohou mit zobacek. Mohou byt i kalibrovany, ale tato kalibrace slouzi pouze
k orienta¢nim Ucéellim, rozhodné podle ni nelze odmérovat presné objemy. Bariky maji tvar ¢lenitéjsi,
rozdéleny na vlastni bariku a hrdlo (Obr. 1). Dno mohou mit jak rovné, tak kulaté, ty se pak pouzivaji
hlavné pro préci za snizeného tlaku. Banky a kadinky jsou pfevdiné tenkosténné, jednou z vyjimek je
silnosténna banka odsdvaci. Slouzi k filtraci za snizeného tlaku a je uréena pouze k tomuto Ucelu,
v zadném pfipadé v ni nelze provadét jakékoliv chemické reakce, plnit horkymi kapalinami nebo
zahfivat. Banka konického tvaru se nazyvd Erlenmeyerova (Obr. 1). Barikku s postrannim tubusem
nazyvame frakéni (Obr. 1).

Slovem nalevka oznacujeme v laboratofi vétsi pocet pomucek. Obycejné ndlevky slouzi k prelévani
kapalin a jednoduchym filtracim (Obr. 1). Pro urychleni filtrace se pouzivaji nalevky s Zebrovanym
vhitfnim povrchem nebo dlouhym a Uzkym stonkem. Tzv. délici nalevky (Obr. 1) se pouzivaji k radé
procesu, jako je extrakce, suseni, prikapavani atd. Velmi ¢asto pouZivand je Biichnerova nalevka
vyrobena z porcelanu, kterd ma dirkované dno, na které se pfi filtraci vklada kolecko filtra¢niho papiru.
Podobné vypadaji i sklenéné frity (Obr. 1), které maji misto dirkovaného dna sintrované sklo
propoustéjici rozpoustédla. Zabrusové lahve na Cisténi plynd se nazyvaji promyvacky. Zasobni lahve
na chemikdlie se déli podle typu hrdla na reagencni lahve se Sroubovacim vikem, slouzici predevsim
k uchovavani kapalin, a Sirokohrdlé se zdbrusovou zatkou, tzv. prachovnice, ve kterych prechovavame
pevné latky. K prechovavani malych mnoZstvi pevnych latek pouzivdme Iékovky. Protahla
neuzaviratelna sklenénda nadobka se nazyva zkumavka (Obr. 1), slouzi k provadéni chemickych reakci
v malych objemech. V posledni dobé jsou velmi populdrni plastové zkumavky se Sroubovacim
uzdvérem. Nadoby podobného tvaru, vétSinou také Sroubovaci, pouzivame k centrifugaci a nazyvame
je kyvety (Obr. 1). Byvaji zhotovovany vétsSinou z tvrzenych plastl. Hodinova skla slouZi k prikryvani
nadob, k suseni, vazeni a prenaseni vzork( pevnych latek (Obr. 1). Analogicky mizeme vyuZivat i
dvoudilné Petriho misky (Obr. 1), jeZ se pouzivaji hlavné pro kultivace mikroorganismu. Odparovaci
misky byvaji vétsinou vyrobeny z porceldanu (Obr. 1). Nejsou vhodné k pfimému zahfivani v plamenu
stejné jako misky krystalizacni. Pro odpafovani roztoku pouzivdme vzdy vodni lazen. K drceni a roztirani
pevnych vzork( slouzi tfeci misky s tlouckem (Obr. 1). Jedinym porceldanovym nadobim, které snasi
pfimy ohen, jsou zihaci kelimky (Obr. 1).

Chemické sklo vétsinou nepouzivame samostatné, ale sestavujeme ho do rliznych aparatur, napf.
aparatura na destilaci, sublimaci apod. Aparatury sestavujeme na kovovych stojanech nebo kovovych
klecich. Na svislé tyce stojanl a kleci pfipeviiujeme kruhy, svorky nebo drzaky pomoci svorek (Obr. 2).
Na kovové kruhy zpravidla pokldaddme azbestové sitky, na které stavime kadinky v pfipadé jejich
zahtivani kahanem. Kruhy pro zahfivani nikdy nezaménujeme s kruhy filtracnimi, které jsou vyloZeny
difevénou nebo umélohmotnou vlozkou a slouzi k drzeni ndlevky pfi filtraci nebo délici nalevky pfi
déleni kapalin. Kruh na stojanu se Casto nahrazuje trojnozkou. K upeviovani sklenénych soucasti
malého prliméru pouzivame tzv. klemy, coz jsou drzaky s malym obvodem ramen. Pro uchycovani
chladicl pak pouzivame chladicové drzaky s velkym rozpétim ramen. Klemy a drzaky se nesméji nikdy
dotykat sklenénych casti aparatury pfimo kovem. Byvaji vyloZzeny korkem nebo potazeny gumovou
hadici. Pfi sestavovani jakékoli aparatury musime dbat na to, aby v aparatufe nenastalo pnuti, které
by pfi zahfati vedlo k prasknuti nékteré ze sklenénych soucasti. PFi sestavovani aparatury ze
zabrusového skla nikdy neopomeneme zabrusy fadné promazat vazelinou.
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Obr. 1: Laboratorni nadobi. 1 — kadinka s vylevkou; 2 — kadinka bez vylevky; 3 — destila¢ni barika
se zabrusem a kulatym dnem; 4 — destilacni barka se zdbrusem a plochym dnem; 5 — hruskovita barika;
6 — Erlenmeyerova barka se zdbrusem; 7 — barka trojhrdla; 8 — titracni barika; 9 — frakcni barika;
10 — barka odsavaci; 11 — odmérna barnka; 12 — délici nalevka kulovita; 13 — délici nalevka hruskovit3;
14 — ndlevka s dlouhym stonkem; 15 — ndlevka s kratkym stonkem; 16 — ndsypka; 17 — Blichnerova
nalevka; 18 — sklenéna frita pro vakuovou filtraci; 19 — promyvacka; 20 — lahev se Sroubovacim
uzadvérem; 21 — uzkohrdla zabrusova lahev; 22 — zkumavka; 23 — zkumavka se Sroubovacim uzavérem;
24 — centrifugacni kyveta; 25 — Petriho miska; 26 — krystaliza¢ni miska; 27 — odpafovaci miska;
28 — hodinové sklo.
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Obr. 2: Sestavovani aparatur. A — nespravné uchyceni kfizové spojky; B — spravné uchyceni kfizové
spojky; C— chladicovy drzak; D — klema.

Zdroje tepla v chemické laboratofi

V laboratofich, do kterych je zaveden plyn, mize jako zdroj pro zahtivani slouZit plynovy kahan. Kahan
je jednoduché zatizeni slouzici k tvorbé smési vzduchu a plynu, kterd se spaluje a vytvati na konci
trubice plamen. Podle zpUsobu, jakym je k plynu privadén a misen vzduch, rozlisujeme t¥i typy kahant:
Bunsenuv, Tecluho a Mékerav. Pokud je do plynu pfivadéno dostatecné mnoistvi vzduchu, hofi
nesvitivym plamenem, ktery je vyhievnéjsi nez plamen svitivy, jeZz ziskdme zamezenim privodu
vzduchu. Z toho plyne pravidlo, Ze ¢im vice vzduchu smisime s plynem, tim vyhievnéjsi plamen
ziskame. U Bunsenova a Mékerého kahanu se pfivod vzduchu reguluje otdcenim pohyblivého
prstence, ktery odkryva nebo zakryva otvory v téle kahanu. Kahany zapalujeme vidy pfi uzavieném
pfivodu vzduchu. V laboratofi ¢asto narazime i na kahan lihovy, ktery ma daleko nizsi vyhfevnost nez
kahany plynové. Vyhodou v3ak je jeho velikost a jednoduchost. Lze ho pouZit vSude tam, kde
potiebujeme vzorky ¢i chemické reakce jen zahrat. PouZiva se hlavné pfi zkumavkovych reakcich a pro
sterilizaci materidlu pfi praci s mikroorganismy.

V soucasné dobé se jako hlavni zdroje tepla v chemickych laboratofich vyuzZivaji elektromagnetické
michacky s ohfevem, elektrické varice a topna hnizda. Na elektricky vari¢ pokladdme vzdy azbestovou
sitku. Topna hnizda pouzivame hlavné na zahtivani destilacnich banék. Topné hnizdo je elektricky vafFic,
u kterého je elektricky vyhtivana specialni tkanina vytvarovana do polokoule tak, aby obalila destila¢ni
bariku. Existuje nékolik typl topnych hnizd podle velikosti zahtivané bariky. U topného hnizda lze
kromé regulace prikonu vétSinou regulovat i to, zda je vyhfivana pouze spodni ¢ast barky, nebo barika
celd. Pti praci s topnymi hnizdy je tfeba davat pozor na to, aby do hnizda nevnikla kapalina (voda).
Dojde-li k tomu, je tfeba pfistroj okamzité odpojit od privodu napéti!

ProtoZe kazdé primé zahtivani klade vysoké naroky na materidl nadob, je vyhodné predavat teplo
zdroje prostrednictvim rlznych lazni. Podle materialu, ktery tvofi podstatu lazné, je mozné déleni na
vzdusné, vodni, olejové, piskové, kovové a solné. Vzdusné lazné se moc casto nepouzivaji vzhledem k
tomu, Ze vzduch je ze vSech materiall nejméné vodivy. Nejjednodussi formou vzdusné lazné je prazdna
kovova nadoba zahtivana kahanem nebo vaficem. Nejc¢astéji pouzivana je lazen vodni, kterd je vhodna
k zahfivani latek az do bodu varu vody a k destilaci kapalin vroucich pfiblizné do 80 °C. Nejjednodussi
vodni lazni je obycéejny hrnec, ktery je vyhfivan elektrickym vaficem. V laboratofi se Ize setkat i se
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specialnimi vodnimi laznémi, které maji rlizné nastavitelné otvory pro zahfivani odlisSnych velikosti
banék a odparovacich misek. Pro zahtivani nad teplotu varu vody se nejcastéji pouZivaji lazné olejové.
Naplni mlzZe byt bud olej mineralni, ktery lze pouZzit do teploty 250 °C, nebo silikonovy pouZitelny az
do teplot okolo 400 °C. Vzhledem k teplotni roztaznosti je nutno olejem naplnit nddobu slouzici jako
obal lazné jen asi do poloviny, jinak by pfi zvySeni teploty mohl olej pretéci. Pfi zahtivani je nutno do
olejové l1azné vidy vlozZit teplomér a pribéiné kontrolovat teplotu, aby nedoslo k jejimu prehrati.
Obvykle plati, Ze teplota lazné, ma byt o 20-30 °C vyssi neZ zadana teplota reakéni smési. Je dllezité,
aby se do olejové lazné nedostala voda. Pfi teploté nad 100 °C by pak doslo k prskani a pénéni oleje,
ktery by mohl zpUsobit popéleniny osobé pracujici s lazni nebo pozar. Solné a kovové lazné slouzi
k zahtivani nad 300 °C. Pouziva se smés nékolika soli, napf. dusi¢nan sodny a draselny o bodu tdni 219
°C a nizkotajici slitiny, jako je WoodoUv kov s bodem tani 65 °C. VZdy je vsak dlleZité vyjmout bariku
pred ztuhnutim lazné. Vyhodou téchto lazni je vysokda tepelna vodivost pouZitych materiadld. Od
pouzivani pisecnych lazni se v dne$ni dobé uz v podstaté ustoupilo.

K Zihani a taveni vétSiho mnozstvi latek slouzi elektrické odporové pece. Pro syntézy v proudu plynu
nebo reakce ve vakuu uzivame pece trubkové, pro zihani v kelimcich nam slouzi kelimkové picky a pro
taveni vétSiho mnozstvi latek pece muflové.

Vakuum a jeho zdroje

V laboratorni praxi je velmi ¢asto tfeba pracovat za snizeného tlaku — hlavné pfi destilaci, filtraci Ci
suSeni, kde snizeni tlaku vyrazné ovliviiuje tékavost latek. Vakuum je stav uzavieného prostoru, ve
kterém je tlak plynu nebo pary nizsi nez tlak atmosféricky okolniho prostredi.

Zafizeni vytvarejici vakuum nazyvame vyvévou. V laboratofi se mlZzeme setkat s vyvévami nékolika
typu, které se lisi tlakem, proti kterému cerpaji, mezni hodnotou vakua a sacim vykonem.
Nejjednodussim typem vyvévy je vyvéva vodni. Jedna se o zuzZenou trubici, kterou tryskd proud vody.
V okoli Usti trysky je vzduch strhavan ve sméru proudu vody a je zde napojena odvodna hadice, kterd
se druhym koncem napojuje na evakuovanou aparaturu. Vodni vyvéva pracuje tedy pfimo proti
atmosférickému tlaku. Mezni tlak vakua je dan tenzi vodni pary (pro vodu o teploté 10 °C to je
1333 Pa). Mezi vodni vyvévu a aparaturu vidy zarazujeme pojistnou nadobu (promyvacku), aby
nedoslo pfi poklesu tlaku vody v potrubi ke vniknuti vody do aparatury. Vyvévy dale mohou byt rotacni
olejové nebo mechanické, jejich konstrukce je jiz slozitéjsi. Zakladnim stavebnim prvkem rotacni
olejové vyvévy je rotor se Soupatkem, které rozdéluje prostor mezi rotorem a plastém na dvé casti.
Otacenim rotoru se jeden prostor zvétSuje a nasava vzduch a druhy prostor se zdroveri zmensuje a
vzduch je vytlacovan za soucinnosti ventilu z vyvévy. Hlavnim pravidlem pfi praci s vyvévou je, Ze vidy
po skonceni prace nejdfive znovu zavzduSnime aparaturu a aZ poté vypneme zdroj vakua. Zabranime
tim vniknuti vody do aparatury ¢i nasati agresivnich latek do vyvévy a jeji poskozeni.

Méreni teploty

Pro méreni teploty byla pfijata mezinarodni teplotni stupnice, definovana pomoci bodu tuhnuti vody
a varu vody. Dalsi pevné body mezinarodni stupnice jsou: bod varu siry (444,6 °C), bod tani sttibra
(960,8 °C) a bod tani zlata (1062,4 °C). Vsechny tyto teploty jsou definovany za atmosférického tlaku
jedné atmosféry. Teplota se méfi teploméry, které mohou byt trojiho typu: dilatacni, odporové a
termoclanky.
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Dilatacni teploméry vyuzivaji roztaznosti kapalnych, popfipadé pevnych ¢i plynnych latek. Nejéasté;i
pouzivané jsou teploméry rtutové. Dovoluji méfit teplotu od -38,9 °C do 650 °C. Pro méreni nizkych
teplot se teploméry plini toluenem (-80 °C az 100 °C), ethanolem (-100 °C az 70 °C), petroletherem
(-150 °C az 120 °C) ¢i pentanem (-190 °C aZ 20 °C). Pro vyssi teploty se pak pouziva jako napln kapalné
galium (do 1000 °C) a cin (do 1500 °C).

Odporové teploméry vyuzivaji zavislosti odporu vodice na teploté. Témito teploméry lze méfit teplotu
s pfesnosti na tisiciny stupné.

Termoclanky jsou zaloZzeny na termoefektu — dva draty ze dvou riznych kov( spojené na obou koncich
davaji vznik elektrického proudu, jsou-li oba spoje udrZovany na rozdilné teploté. Pfikladem nejcastéji
pouzivanych termoclankt jsou ¢lanky méd — konstantan (do 600 °C), Zelezo — konstantan (do 900 °C) a
platina — platinarhodium (do 1600 °C).

Voda v biochemické laboratofi

Vzhledem k tomu, Ze obycejna tekouci voda obsahuje znacné mnozstvi soli, je pro jakékoliv pokusy
v biochemické laboratofi nepouZzitelna. Pouzivame ji pouze tehdy, kdyZ nepfichazi do styku s ostatnimi
reagenciemi (jako rozpoustédlo), napf. pro chlazeni.

Zakladnim zplGsobem Upravy vody je demineralizace. Dfive byla kazda biochemicka laboratof vybavena
vlastni destilacni aparaturou, pomoci které se opakovanou destilaci z vody odstranovaly nezddouci
ionty. Tento zplsob demineralizace vody (zvlasté pokud bylo tfeba pripravit vétsi objem takto
upravené vody) byl zna¢né neekonomicky, proto se zacaly pouZivat aparatury pro cisténi vody pomoci
reverzni osmoézy. Timto zplsobem se z vody odstrani vétsina iontové aktivnich latek a kfemiku ve
formé SiO,. Demineralizovana voda (¢asto chybné oznacovana jako destilovana) se v laboratoti pouziva
spiSe jako technickd voda pro oplachy, pfipravu nékterych roztokd, ale pro nékteré specialni ucely
nemusi byt jeji Cistota vhodna, protoze stale obsahuje nékteré kationty.

Pro specialni ucely, napf. v laboratofi molekularni biologie, kde vadi i sebemensi kontaminace vody, se
pouziva voda deionizovana, ktera se jesté nasledné sterilizuje v autoklavu. Pfiprava deionizované vody
je zaloZena na kombinaci nékolika separac¢nich metod vedoucich k odstranéni jednotlivych skupin
kontaminant(. Souprava je vétSinou slozena z dil¢ich separatord odstranujicich hrubsi necistoty (filtry),
ionty (iontoménice), nepoldrni latky (adsorbent) a jako posledni byva zapojen membranovy filtr.
Vétsina nynéjsich aparatur pracuje na principu reverzni osmodzy. Jednotlivé filtry je vSak nutno po
nékolika mésicich provozu vyménovat a pfiprava deionizované vody proto neni levnou zaleZitosti.

Hlavnim kritériem Cistoty vody je jeji specificka vodivost. U bézné destilované vody se pohybuje okolo
hodnoty 10 uS-cm™. Deionizovand voda pak miva tuto hodnotu jesté o fad nizsi. Pfipravena destilovana
¢i deionizovana voda se skladuje prevainé v plastovych nadobach. Sklenéné nadoby nejsou pro
dlouhodobéjsi uskladnéni vhodné, jelikoZz se do vody zpétné uvolnuji nékteré kationty. Pokud to
podminky dovoluji, je lepsi skladovat vodu v chladu a ve tmé, ¢imZ se zabrdni mozné kontaminaci
autotrofnimi mikroorganismy.
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Chemikalie a jejich uchovavani

Jako vychozi latky pro praci v laboratofi se pouzivaji vétsinou prlmyslové vyrdbéné chemikalie
opatrené stitkem od vyrobce, ktery uddva zdkladni informace o dané chemikalii. Ke kazdé chemikalii
nalezi také bezpecnostni list, ktery musi byt uloZzen na pracovisti.

Chemikalie jsou dodavany vyrobcem ve vhodném obalu, proto je vhodné tyto chemikalie dale
nerozdélovat do oball jinych. Pokud je to nutné, vidy pouZijte vhodny obal a dodrZujte zakladni
pravidla — zvlasté pak dlsledné oznaceni novych oball. Latky kapalné uchovavejte v lahvich s dvojim
uzdvérem. Latky hygroskopické chrante proti vzdusné vlhkosti utésnénim vicka, napft. parafilmem.
Hydroxidy a jejich roztoky se nesmi skladovat v zabrusovych lahvich. Latky citlivé na svétlo skladujte
v tmavych nadobach a ve tmé. Skladovani chemikalii v laboratofi ma sv{j pevny fad, ktery vychazi
z bezpecénostnich pravidel, a proto vidy pouzivanou chemikalii vracejte na ptvodni misto. Usnadnite
tim i praci kolegiim, ktefi budou s danou chemikalii nasledné pracovat. Diraz je kladen predevsim na
hoflaviny a latky vybusné, které nikdy nesmi byt uskladnény pohromadé ve vétSim mnozstvi. Jedy se
skladuji ve specialnich uzamcenych Zeleznych skfinich v uzamcené mistnosti. Pozor je tfeba davat také
na uskladnéni tékavych latek v uzavienych prostorach (lednice), je tfeba je skladovat tak, aby
nedochazelo k uvolfiovani jejich par.

Na stitku chemikdlie je pfedevsim jeji ndzev, sumarni vzorec, mnozstvi, istota a molekulovd hmotnost.
Dale musi byt uvedeny dulezité fyzikalni vlastnosti a bezpeénostni informace (Obr. 3, 4). U pevnych
latek byva uvedena forma napf. krystalicky (crystalisatum), bezvody (anhydricum), praskovy
(pulveratum). Podle rostouci Cistoty (tzn. klesajiciho obsahu necistot) chemikalie délime na:

1) technické chemikalie
a) surové (crudum)
b) technické (technicum)
c) Ccisténé (purum)
2) Cisté chemikalie
a) Cisté (purissimum)
b) pro analyzu (p.a., per analysis) — v laboratofich se nejcastéji pouZzivaji tyto
c) chemicky Cisté (purissimum speciale)

uuuuu

spektrofotometrii, molekuldrni biologii atd. S Cistotou chemikalii vSak prudce roste jejich cena, proto
chemikalie o vysoké Cistoté pouzivame jen pro tyto specialni Ucely a je-li to nezbytné nutné.
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1. Zakladni ukony v biochemické laboratofi

Vahy a vazeni

Ke stanoveni vahového mnozstvi latky se v chemické laboratofi pouzivaji vahy. Princip vazZeni je znam
po staleti: jde o srovndvaci metodu, kdy se srovndva neznamda hmotnost néjakého predmétu
(navaZovaci lodicka, mikrozkumavka se vzorkem) se znamou hmotnosti standardu (zavazi).
Mechanické zafizeni fesilo toto srovnani pomoci docileni rovnovahy na pace a mélo tvar znamych
miskovych vah, které vesly v obecné povédomi i jako symbol pouzivany pro zobrazovani spravedInosti.
Az doneddvna byly i nejpresnéjsi analytické vahy postaveny na stejném principu a vaZeni obsahovalo
postupné pridavani zavazi razné (i velmi malé) velikosti. Takovy postup byl samoziejmé zejména pro
zacatecCniky velmi zdlouhavy a moznosti chyb cetné.

V soucasné dobé patti vSsechny formy dvoumiskovych vah historii a v laboratofi se setkate vyhradné
s vahami jednomiskovymi, které pouzivaji promitaci stupnice na stinitko a jsou zapojeny do elektrické
sité. Existuji dva rozdilné typy vah lisici se vaZivosti, tzn. maximalni hmotnosti, kterou mlzete vazit, a
presnosti, se kterou na nich mizZete hmotnost stanovit:

1) Vahy technické maji podle provedeni vaZzivost od 100 g do nékolika kilogrami. Presnost
nebyva vétsi nez 5-102% g.
2) Vahy analytické (Obr. 1A) maji vaZivost obvykle 100 g a pfesnost v Fadu 10 g.

K orientacnimu zjisténi hmotnosti predmétd, které budete dale vazit presnéji, a k zjistovani vytézka
Cisticich operaci se pouzivaji tzv. pfedvazky (Obr. 1B). SlouZi k vaZeni predmétd do 200 g s presnosti
+ 0,1 g. V dnesni dobé se uz pouzivaji pfevainé elektronické typy s digitdlnim displejem. Jejich forem
je fada a prochazeji stale vyvojem od jednodussich s mechanicko-elektrickym snimacem hmotnosti
pres snimace, kdy je méfen elektricky signdl potfebny k vraceni misky po zatizeni do nulové polohy
pomoci servomotorku, az k snimaclim tenzometrickym.

Pro veskeré vazeni plati zakladni pravidlo: chemikalie (kapalné ani pevné) nesmi pfijit do pfimého
styku s miskami vah! Veskera manipulace s chemikaliemi (pfidavani a ubirani) se musi provadét
zasadné mimo vahy. Pfipadné necistoty na vahach je treba okamzité odstranit stéteckem!!!

Obr. 1: Vahy v biochemické laboratofi. A — analytické vahy; B — predvazky.
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Méreni objemu kapalin

K odmérovani objemU kapalin slouZzi odmérné valce, pipety, byrety a odmérné banky (Obr. 2).
Odmérné valce (Obr. 2A) se pouzivaji jen k pfibliznému odmérovani kapalin. Na presnéjsi méreni
objem( se pouZivaji pipety (bud pouze pro urcity objem, Obr. 2C, nebo délené, Obr. 2D) a byrety, u
nichz je mozno kohoutkem nebo pomoci tlacky regulovat vytékani kapaliny (Obr. 2E). VSechny tyto
nadoby jsou kalibrovany na ,wyliti“, to znamen3, Ze z nich vytece presné vyznaceny objem. Pfi pInéni
pipet je tfeba vidy dbat na to, aby usti pipety bylo stadle ponofeno pod hladinou kapaliny. Pfi jeho
vynofeni nad hladinu dochazi k nasati vzduchu do pipety. Pfi odeditani je nutno mit oko ve stejné
urovni se znackou. Odecitame vidy spodni okraj menisku.

Pro pipetovani kapalin vidy pouZivame specialni ndsadky ¢i gumové baldnky, nikdy nepipetujeme
usty!!!

Jelikoz je pipeta kalibrovana na vyliti, nikdy se nevyfukuje, ale jeji obsah se necha pouze vytéct a jeji
Spicka se otfe o dno nebo o sténu nadobky, do které kapalinu odmérujeme.

V soucasné dobé se v biochemické ¢i molekuldrné biologické laboratofi se sklenéné pipety témér
nepouzivaji, plné je nahradily pipety automatické (Obr. 2F, G) umoznujici presnéjsi a pohodInéjsi
odméreni daného objemu. Jsou vhodné i pro pipetovani mikrolitrovych objem(. Automatické pipety
jsou vyrabény pro rizné rozsahy objemu (nejéastéji 1-5 ml, 200-1000 pl, 20-200 pl, 2-20 pl, 0,5-10 pl
a 0,1-2,5 pl). Objem se nastavuje otofenim Sroubu na stupnici. Nasavani a vypousténi kapaliny pres
nasaditelnou Spic¢ku je ovladano pistem, ktery ma tfi polohy — klidovou, pro nasdvani a pro vypousténi
(Obr. 3).
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Obr. 2: Pomucky k méreni objemi.
A — kalibrovany odmérny valec; B — odmérné banky; C — pipeta; D — pipeta délend; E — byrety; F —
automaticka pipeta; G — automaticka pipeta multikanalova.
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Obr. 3: Polohy automatické pipety pfi nasavani a vypousténi kapaliny.
A — klidova poloha; B — poloha pro nasavani; C — poloha pro vypousténi.

Byrety slouzici k regulovanému odbéru kapalin pfi titracich (Obr. 2E) jsou sklenéné trubice opatfené
délicimi znackami. Pfed vytokem je umistén kohoutek nebo pruzna tlacka s hadi¢kou. Nékteré byrety
maiji pro lepsi odecitdni objemu zadni sténu z bilého skla s modrym pruhem ve stfedu.

Odmérné banky (Obr. 2B), stejné jako pyknometry (nadobky pro stanovovani hustoty), jsou
kalibrovany na doliti — to znamena, Ze pfi jejich naplnéni obsahuji pravé pozadovany objem. Hrdlo
odmeérnych banék je pomérné lzké, po celém obvodu opatiené ryskou. | zde je tfeba plnit tak, aby se
spodni okraj menisku dotykal rysky a pti pInéni mit oko v Urovni rysky (Obr. 3). Podobné jako odmérné
valce i odmérné barky se vyrabéji v objemech od 5 ml do 2 I. Odmérné barky se pouZivaji k pfipravé
roztokl o presné koncentraci. Vlastni smésovani sloZzek roztoku provadime pfi ne zcela zaplnéné barice
ateprve po Uplné homogenizaci a vyrovnani teplot (teplota, na kterou je barika kalibrovana, je uvadéna
na plasti barnky — vétsinou 20°C) opatrné se doplni rozpoustédlem po rysku.

-

100 mi

Obr. 4: Odecitani objemu u odmérné barky.
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Pfiprava pufrii a méreni pH

Pufry neboli tlumivé roztoky jsou roztoky slabych kyselin a jejich soli (konjugovanych zdsad) nebo
slabych zasad a jejich soli (konjugovanych kyselin), které jsou schopné udrzovat stabilni hodnotu pH
po pridani kyseliny nebo zasady do systému.

Vybér vhodného pufru se fidi predevsim pozadovanou hodnotou pH, iontovou silou, moznymi
interakcemi s ostatnimi komponentami reakéni smési apod. Ma-li mit pufr dostate¢nou pufracni
kapacitu, je tfeba vybrat takovou slabou kyselinu nebo zasadu, jejiz pK, se neodlisuje od poZadované
hodnoty pH o vice neZ 1. Pufracni kapacita zavisi také na celkové koncentraci (molarité) pufru.
Ocekavate-li napriklad, Ze pH roztoku v prlibéhu reakce bude klesat (napf. pfi studiu lipasové reakce,
kdy jsou do roztoku uvolfiovany ionty H* disociaci vznikajicich mastnych kyselin), pak zvolte pufr o vyssi
koncentraci a s pK, pod hodnotou pH, v niz zac¢inate pokus.

Slozeni vhodného pufru lze nalézt v laboratornich priruckdch. Podle tabulek se smichaji prislusné
(obvykle dva) roztoky pro dosazeni nominalni hodnoty pH. VZdy je nutné skutecnou hodnotu pH
méfenim ovéfit a pfipadné ji upravit roztokem kyseliny nebo zdsady. Jednodussi je ptipravit pufr
prostou Upravou pH roztoku zvolené soli, kyseliny nebo baze. Pro jeho pozadovanou hodnotu vyberete
vhodnou slabou kyselinu nebo zasadu (ev. je v ndvodu pro préci s danym materidlem urcena) a
vypoctete navazku tak, abyste ziskali potfebny objem pufru o zvolené koncentraci. Navazené mnozstvi
rozpustite v mensim objemu vody (asi 80 % konecného objemu). Pak nastavite poZadované pH
roztokem silné (v nékterych pripadech i slabé) kyseliny ¢i zasady a nakonec doplnite vodou na
vypocteny objem. Pouze pfi uziti pufri o vice slozkach (pokryvajicich Siroké rozmezi pH) takto
postupovat nelze, musi se namichat podle tabulky, zkontrolovat a eventudlné upravit pH.

Vétsina pufr( podléha mikrobialni kontaminaci, proto je pro nékteré ucely vhodné je konzervovat
(azid, toluen, thymol), vétSinou ale staci jejich uchovavani v chladni¢ce bez konzervace. Takto je
vhodné skladovat jen mensi mnozstvi pripraveného pufru, které brzy spotfebujete (maximalné do
tydne). Pripravite-li si vétsi mnozZstvi pufru do zasoby, uchovavejte ho zmrazeny v plastové lahvi. Pred
pouzitim je nutno rozmrazit celé mnoZstvi pufru a roztok zamichat. Po odebrani potfebného objemu
je mozné zbytek opét zmrazit. V pfipadé potfeby mizZete pufry sterilizovat v autoklavu. Pfi manipulaci
s takto oSetfenymi roztoky musime dodrZovat sterilni podminky a pufr zpétné nekontaminovat, napfr.
nesterilni Spickou automatické pipety.

Hodnotu pH roztoku ovliviiuje jeho fedéni, zejména v extrémnich hodnotach stupnice (pod 3 a nad
11), v rozmezi fyziologickych hodnot jiz méné. Proto se radéji vyhnéte pripravé koncentrovanéjsich
zasobnich roztokd, z nichZ se pak fedénim pfipravuje pracovni roztok. pH pufru ovliviiuje také teplota
zménou pK; slabé kyseliny nebo baze. Tabelované hodnoty pH jsou obvykle vztazeny na 18, 20 nebo
25 °C. V biochemii se ¢asto pracuje za chladu, kdy se pH muze liSit od hodnoty nastavené pfi pfipravé
pufru za laboratorni teploty. Napt. méreni pH zavislosti enzymové reakce by mohlo byt vice ¢i méné
zkresleno, pokud se podstatné lisi teplota experimentu od teploty, pfi které byl pufr pfipraven.
V ptipadé nutnosti lze upravit hodnotu pH za pfislusné teploty.

BéZné pufry uzivané v biochemickych laboratornich postupech pokryvaji neutralni az mirné alkalickou
oblast o pH 6,0 — 9,0. Nékteré operace se provadéji v prostfedich vice kyselych ¢i bazickych.
Nejbéznéjsi kyseliny a baze uzivané k pfipravé pufri v biochemii jsou prehledné uvedeny v tabulce 1.
Vedle pozadované hodnoty pH se vybér sloZek fidi také jejich moznymi specifickymi vlivy na reakéni
smés. Nékdy muze dojit k vysrazeni nékterych komponent smési pufrem (K* - chloristanem, soli Zeleza;
Ca?* - fosfatem, komplexy boratl se sacharidy apod.), k interakci sloZzek pufru s bilkovinami (Cl-iont
s albuminem), k reakci s analytickymi ¢inidly a k inhibici enzym( (v nékterych ptipadech barbituraty).
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Slozky pufru v nékterych pfipadech mohou byt vyuZity jako substraty (citrat, acetat) aj.
Pro biochemickeé ucely se pouzivaji vedle béZnych anorganickych a organickych latek i specidlni kyseliny
a baze vhodné pro jejich inertnost k dalSim slozkdm reakcénich smési (viz vysvétlivky pod tabulkou 1).

Koncentrace H iontll v roztoku se stanovuje spektralnimi ¢i elektrochemickymi metodami. Prvni z nich
vyuzivaji toho, Ze zména pH vyvold v nékterych organickych sloucenindch (acidobazickych
indikatorech) zménu struktury lisici se spektralnimi vlastnostmi (absorpce ¢i fluorescence). Ve druhém
pfipadé se vyuZiva zmény elektrochemického potencidlu vlivem pH.

Nejjednodussi spektrdlni metody méreni pH jsou vizualni metody, kdy se sleduje zména zbarveni
indikatoru pfi zméné pH. K této zméné dochazi u jednotlivych indikatord v urcité oblasti pH (nalezneme
v chemickych laboratornich tabulkach). Pro stanoveni hodnoty pH musime vybrat indikator, u kterého
dochazi k barevné zméné v presné definovaném intervalu pH. Jsou vhodné pro indikaci dosazeni
pozadované hodnoty pH, pro indikaci bodu ekvivalence pfi acidobazickych titracich, kontrolu udrzovani
pH apod. PouzZivaji se ve formé vodného ¢i ethanolického roztoku (0,04 - 0,10 %), ktery se prikapne ke
sledovanému vzorku. Pro univerzdlni pouziti slouzi smési indikatorl pokryvajici svymi barevnymi
prechody celou $kalu pH nebo jeji ¢ast, kterd nas zajima. Uzivaji se ve formé papirkd napusténych
prislusnou smési indikatorli. Souprava je doplnéna barevnou stupnici, se kterou porovnavame
zbarveni papirku po namoceni do vzorku a ustaleni zbarveni.

Barevny prechod indikatoru muiZeme presnéji sledovat pomoci spektrofotometrickych pfistrojd.
To umoznuje téz kvantifikovat barevny pfechod pfi zméné pH (stanoveni pKa,). Tento zpUsob vsak neni
béiné uZivan, je omezen na specialni pripady (napf. méfeni pH uvnitf bunék a organel nebo v
nevodnych rozpoustédlech). Pfi pouZiti fluorescencnich indikatorl jsme zcela odkazani na méreni
pomoci pristroji — fluorimetrd. Tento zplsob nema vizualni alternativu.

Potenciometricky se pH urcuje mérenim potencidlu vhodné elektrody. Prakticky se uzivd pouze
sklenéna elektroda, i kdyZz se mlzZete setkat i s elektrodami plastovymi. Télo sklenéné elektrody je
tvofeno sklenénou trubickou, responsivnim elementem je tenka sklenéna membrana obvykle tvaru
bani¢ky na spodnim konci. Je naplnéna standardnim vnitfnim roztokem (0,1 mol-I* HCl), v némi je
ponotena argentchloridova elektroda (Ag dratek pokryty vrstvickou AgCl). Pro specialni ucely mohou
mit elektrody rlzny tvar, napt. ploché k méfeni pH na povrchu gelu, jehlové, mikroelektrody pro
méreni v mikrozkumavkach aj.
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Tab. 1: Pfehled nejcastéji uzivanych pufrd v biochemii.

Kyselina Baze Rozsah pH
KH2PO4 K2HPO4 6,0-8,0
HCI Tris® 6,8—-8,6
HCI Imidazol 6,0-8,0
MES® NaOH 52-7,2
MOPS¢ NaOH 52-7,1
TES® NaOH 6,5-8,5
HEPES® NaOH 6,5-8,5
HCI 5,5-diethylbarbituran-Na 6,8-9,6
Kys borita Tetraboritan-Na 7,0-9,3
Tricinf NaOH 7,2-9,1
HCI Glycin 1,1-3,7
Glycin NaOH 8,2—-10,0
Kys. citronova NaOH, KOH 2,2-6,2
NaHCO; Na,COs; 9,0-11,0
Na;HPO4 NaOH 11,0-12,0

2 Tris(hydroxymetyl)aminomethan

b kyselina 2-(N-morfolino)etansulfonova

¢ kyselina 3-(N-morfolino)propansulfonova

4 kyselina N-Tris(hydroxymetyl)metyl-2-aminoetansulfonova

¢ kyselina N-2-hydroxyetylpiperazin-N'-2-etansulfonova

FN-Tris(hydroxymetyl)metylglycin
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Obecné zasady prace pfi zachazeni s elektrodou

1) Selektrodou manipulujte opatrné. Sklenéna banicka je velmi tenka a kiehka. Micha-li se
méreny roztok, dbejte na to, aby byla mimo dosah pohybujiciho se michadla (ovéfte predem).
To byva aktualni pfi malych objemech vzorku.

2) Elektroda nesmi vyschnout. Po poufziti ji vidy opldchnutou a lehce osusenou vratte zpét do
uchovavaciho roztoku (3M KCl, pH=7.0).

3) Pfed méfenim je nutno pfistroj s elektrodou kalibrovat podle pokyni vyrobce. Elektrodu
vyjméte z uchovavaciho roztoku, oplachnéte destilovanou vodou, odsajte prebytek vody
(filtraénim papirem nebo buniéitou vatou) a ponoite do standardniho pufru o pH nejblizsim
tomu, ktery bude mit méreny roztok (obvykle byva k disposici sada standardnich pufri o pH 4, 7
a 9). Nejcastéji se v laboratofi pouZivd kombinovana elektroda, zkontrolujte tedy, zda je bocni
vyvod referencni elektrody zcela ponofen pod hladinu. Nastavte teplotni korekci na teplotu pufru
a kalibra¢nim knoflikem nastavte na stupnici nebo digitdlnim vystupu hodnotu pH standardniho
pufru. Elektrodu pak vyjméte a po oplachnuti ji ponorte do méreného vzorku. Jeho pH ndm ukaze
vychylka ¢i digitalni vystup pH-metru. Kalibraci je nutno provadét vidy po zapnuti pfistroje nebo
ménime-li pH mérenych vzork( o vice nez 1. TéZ pfi dlouhodobych mérenich ji obéas zkontrolujte.

4) Vétsina dnesnich pristroji vyzaduje kalibraci na dva pufry, vtomto pripadé muzete pracovat
v SirSim rozmezi pH, aniz byste vidy znovu museli pfistroj kalibrovat. Zvolte vhodné pufry
ohranicujici oblast, ve které hodlate pracovat. Na jeden z nich nastavte vychozi hodnotu. Po
ponoreni elektrod do druhého pufru nastavte jeho hodnotu a to tak, Zze zaroven nastavite
smérnici zavislosti potencidlu na pH. Ta by méla byt - 59 mV-pH?, jeji podstatny pokles indikuje
malou citlivost elektrody a je tfeba zvazit jeji vymeénu, event. dpravu.

Pfiprava roztokd

Zakladnim pravidlem pro jakoukoli pfipravu roztokd, vzork( pro analyzu nebo pro Ucely preparace
nebo Cisténi sloucenin je, Ze se rozpousténa latka priddva do vody a nikdy naopak. Pfi pfipravé
odmeérnych roztok( se kvantitativné prenasi navdzka nebo odmérené mnozstvi kapaliny do vody, ktera
zaujima asi %—% objemu barky. Kvantitativni pfeneseni znamena, Ze navazku krystalické Iatky
sklepnete do malé nalevky zasunuté do hrdla odmérné barky, splachnete vétSim mnoZstvim
destilované vody ze stficky, vodou ze stficky dale do nalevky vydatné oplachnete navazovaci lodicku, a
nakonec ndlevku vyplachnete vodou ze stficky po celém vnitfnim povrchu. Rozpousténi mizZete
urychlovat pouze michanim krouZivym pohybem celé odmérné banky, nikdy ne tyCinkou nebo
michadlem. Teprve po Uplném rozpusténi navazky a vyrovnani teploty barky s okolim muzete bariku
doplnit po rysku destilovanou vodou (posledni kapky pfidavejte pipetou). Pokud je latka, jejiz roztok
pripravujete, kapalnd, funkci navaZzovaci lodicky mlze prevzit maly odmérny valec, ktery se pak rovnéz
do odmérné banky vyplachuje. Pokud kapalnou sloZzku do vody v odmérné barice pipetujete, jste
problém0 s kvantitativnim prenesenim vzorku usSetfeni. Po doplnéni odmérné banky po rysku
nezapomernte obsah dlkladné promichat. Naplnénou bariku uzavrete Cistou, suchou, v soucasné dobé
nejcastéji polyethylenovou zatkou a nékolikrat obratte dnem vzhiru a zpét. Zatku pfitom stéle v hrdle
banky pridrzujte palcem.
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UKOL C. 1: Uréete primé&rnou hmotnost a chybu mé¥eni vazeného predmétu.

Na analytickych vahach uréete hmotnost deseti stejnych predmétd (mikrozkumavka a kyveta), urcete
aritmetickou priimérnou hmotnost jednoho pfedmétu a chybu méreni.

POMUCKY:

Kyvety
Mikrozkumavky
Analytické vahy

POSTUP:

Analytické vahy zapnéte tlacitkem ON:OFF.
Oteviete bocni dvifka vah, poloZte vdzieny predmét na vahy, bocni dvirka zaviete. Zvaite 10x
mikrozkumavku a 10x kyvetu.

3. Hodnotu si zapiste (s pfesnosti na vSechna desetinna mistal).

4. Postup opakujte pro vSechny vazené predméty.

VYHODNOCENI:

PFi méreni se muZete dopustit nahodilych a systematickych chyb. Zatimco systematické chyby mohou

vrve

odstranit opakovanym mérenim za stale stejnych podminek, chyby nahodilé mlzZete vypocltem
konecné hodnoty z dostatecné velkého poctu méreni z vétsi ¢asti eliminovat. Opakovanym méfrenim
se vliv nahodilych chyb zmensi.

Do tabulky zapiSete vSechny vdmi namérené hodnoty a mérenou veli¢inu (hmotnost) oznadite A. PFi
poctu n méreni naméfite postupné hodnoty A; az A.,.

Priimér nalezenych hodnot A vypotitate dle nasledujiciho vzorce:

n
i=14i

n

A=
Cim je n vétsi, tim vice se hodnota A blizi spravné hodnoté A.

Odchylku kazdého méreni od této stfedni hodnoty oznadite x; a spocitate ji dosazenim hodnot
do vzorce:

xi=Al-—A.

Stredni chybu vysledku (aritmetického priméru) vypocitate dosazenim hodnot do nasledujiciho
vzorce:

Vysledek méFeni zapiste ve tvaru A = 4 + 8. Nezapomeiite na jednotky!
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UKOL C. 2: Prace s automatickou pipetou

Seznamte se se sadou automatickych pipet a vyzkousejte si princip, na kterém funguiji.

POMUCKY:

Automatické pipety s rozsahem 1-5 ml, 200-1000 pl, 20-200 pl
Spicky pro automatické pipety

Kadinky o objemu 25 ml

Kadinka o objemu 250 ml

Predvazky s dostatecnou citlivosti, pfipadné analytické vahy.

POSTUP:

Pfipravte tfi suché 25 ml kadinky.

Predvazky zapnéte tlacitkem ON:OFF.

Oteviete bocni dvitka vah, poloZte prazdnou kadinku €. 1 na vahu, bocni dvirka zavrete.

Zapiste si hmotnost kadinky (vSechny desetinna mistal).

Kadinku odstrarite z vah a pipetujte do ni pipetou s rozsahem 1-5 ml desetkrat 1 ml destilované

vk wN e

vody.
Kadinku s vodou zvazte, hmotnost kadinky s vodou si zapiste (vSechna desetinnd mista!).

7. Stejné postupujte s kadinkou €. 2, do které pipetujte desetkrat 200 ul a zdroven desetkrat 400 pl
destilované vody pipetou s rozsahem 100-1000 pl.

8. Stejné postupujte s kddinkou €. 3, do které pipetujte desetkrat 100 pl a zaroven desetkrat 20 pl
destilované vody pipetou s rozsahem 20-200 pl.

VYHODNOCENI:

Uvédomte si, jakou hustotu ma destilovand voda, a vypocitejte, jaké hmotnosti by mély mit kadinky
svodou. Pokud jste nedosahli poZzadované hmotnosti, zopakujte pipetovani znovu po konzultaci
s vedoucim cviceni.

Ziskané hodnoty zapiste do tabulky, stanovte hmotnost vami pipetovanych objemi, vypocitejte
teoretickou hmotnost vSech vami pipetovanych objem{, stanovte procentualni odchylku méreni.
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UKoL €. 3: Redéni zasobniho roztoku manganistanu draselného.

POMUCKY:

Sklenéné pipety délené s balénkem
Sklenéné zkumavky

Stojan na zkumavky

Kadinky 150 ml — 2 ks

CHEMIKALIE:

80% roztok manganistanu draselného

POSTUP:

1. Vypoditejte objem 80% roztoku manganistanu draselného a destilované vody, které musite
smichat, abyste dostali 10 ml 60%, 40%, 30%, 20% a 10% roztoku manganistanu draselného.
Hodnoty zapiste do tabulky 2. Vysledky konzultujte s vedoucim cviceni!

Tab. 2: Redéni manganistanu draselného

Finalni koncentrace KMnO, 60% 40% 30% 20% 10%
80% KMnO, [ml]
Destilovana voda [ml]

2. Do péti sklenénych zkumavek pipetujte vami vypocitand mnozstvi 80% roztoku manganistanu
draselného a vody. K pipetovani pouZijte sklenénou pipetu s balénkem.
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UKOL C. 4: P¥iprava 200 ml 0,1 mol-I"* Tris/acetatového pufru o pH 8.0

POMUCKY:

Elektromagneticka michacka Spachtle/I%i¢ka
Magnetické michadlo Odmeérna barika (200 ml)
Kadinky (250 ml) Pasteurova pipeta
Predvazky Nalevka

Vazenka pH metr

CHEMIKALIE:

Tris baze (Tris(hydroxymetyl)aminomethan, M, = 121,14)

Koncentrovana kyselina octova

POSTUP:

1.

Vypoditejte hmotnost Tris baze potfebné na pfipravu 200 ml pufru o koncentraci 0,1 mol-I2.
OdvaZte toto mnoZstvi na navaZovaci lodi¢ce na predvazkach.

Do 250 ml kadinky nalijte pfiblizné 150 ml destilované vody, nasledné do kadinky nasypte
navazenou Tris bazi z navaZzovaci lodicky, zbytky Tris baze ulpélé na vazence splachnéte strickou
s destilovanou vodou do vody v kadince, vodu v kadince doplfte ptiblizné na 180 ml.

Do kadinky vloZte elektromagnetické michadlo a na elektromagnetické michacce michejte roztok
az do jeho Uplné homogenizace (elektromagnetickou michacku zapnete na pravé strané pristroje
spinaéem On/Off, pozor z druhé strany michacky se vétSinou zapina zahfivani roztoku!!!).
Zapnéte pH metr, vyjméte elektrodu z obalu s uchovavacim roztokem, elektrodu oplachnéte
destilovanou vodou, zlehka opatrné osuste papirovym ubrouskem a ponofte do roztoku Tris baze
tak, aby elektroda byla plné ponofena, ale zaroven nebyla ve styku s magnetickym michadlem,
které by ji mohlo poskodit!!!

Cekejte, ne? se vdm ustali hodnota pH.

Upravte hodnotu pH na hodnotu 8.0 pomoci koncentrované kyseliny octové. Pfidavky kyseliny
provadéjte pomoci Pasteurovy pipety za stdlého michani roztoku. Pokud zména pH po ptidani
jedné kapky je prilis velka, naredte si kyselinu octovou — Uprava pH se tak zjemni.

AZ se hodnota pH stabilizuje (asi jednu minutu je konstantni) vyjméte elektrodu, fadné ji
oplachnéte, zlehka opatrné osuste papirovym ubrouskem a vratte ji do roztoku KCl.

Pufr z kadinky prelijte kvantitativné pomoci nalevky do 200 ml odmérné bariky a opatrné doplrite
objem po rysku stfickou s destilovanou vodou.

10. Hotovy pufr prelijte do zasobni lahve.
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UKoL C. 5: P¥iprava 100 ml 0,2 mol-I"* K-fosfatového pufru o pH 7,0

Nékteré pufry Ize pripravit smichanim dvou roztokd — bazické a kyselé slozky pufru. Takto Ize ptipravit
i K-fosfatovy pufr o presné dané koncentraci a pH. Pomér bazické a kyselé slozky pro pfipravu

K-fosfatového pufru udava Tabulka 3.

Tab. 3: Pfiprava 100 ml 0,2M K-fosfatového pufru.

pH V (0,2M K;HPO,) V (0,2M KH,HPO,)
pfi 25 °C [ml] [ml]

6,0 12,3 87,7

6,5 31,5 68,5

7,0 61,0 39,0

7,5 84,0 16,0

8,0 94,7 5,3
POMUCKY:
Elektromagneticka michacka Spachtle/IZicky

Magnetické michadlo
Kadinky (150 ml)
Predvazky

Vazenky

CHEMIKALIE:

Odmérné barky (100 ml)
Pasteurova pipeta
Odmérné valce (50 ml, 100 ml)

pH metr

Dihydrogenfosforecnan draselny (KH,PO., M, = 136,09, kysely fosforecnan)
Hydrogenfosfore¢nan draselny (K;HPO,4, M, = 174,18, bazicky fosforecnan)

Kyselina fosfore¢na (H3PQ4)
Hydroxid draselny (KOH)

POSTUP:

Vypocditejte hmotnost kyselého fosforecnanu potiebnou na ptipravu 100 ml 0,2 M roztoku.
Odvazte toto mnoiZstvi na navaZovaci lodicce na predvazkach, kvantitativné preneste do 250 ml

kadinky. Fosforeénan rozpustte v pfiblizné 150 ml destilované vody.

3. Po uplné homogenizaci prelijte roztok do odmérné barky a doplite objem po rysku stfickou

s destilovanou vodou.

4. Analogicky postupujte pfi pripravé 100 ml 0,2 M roztoku bazického fosfore¢nanu.

5. V250 ml kadince smichejte vypoctené objemy obou fosforecnan( tak, abyste ziskali 200 ml 0,2M
K-fosfatového pufru o pH=7,0.

6. Hodnotu pH pufru zkontrolujte pomoci pH-metru (postup méreni viz predchozi ukol).

7. Pfipadnou odchylku od pH=7,0 upravte kyselinou fosfore¢nou nebo hydroxidem draselnym.

8. Pripraveny pufr prelijte do zasobni ldhve.
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2. Spektrofotometricka méreni

Spektrofotometrie v biochemii

Viditelné zafeni tvofi maly Usek z oblasti elektromagnetického vinéni v rozmezi délek 400-700 nm.
Ptilehld oblast rozmezi vinovych délek 200-400 nm se nazyva blizka ultrafialova oblast, 700-2000 nm
se pak nazyvd blizka infracervena oblast. Celd oblast vinovych délek se také nazyvd oblasti
elektronovych spekter.

\/\/WAN\/\/\N\/VVVWVW\M'W

Typ zareni Radiové Mikrovinné Infraervené Viditelné Ultrafialové RTG Gamma
Vinovadélka[m] 10’ 102 } 05x10°8 10710 10712
Budovy Lidé Motyli Spicka jehly Protozoa Molekuly Atomy  Atomové jadro
10* 10° 102 10 10'° 10" 10%°

Obr. 1: Spektrum elektromagnetického zareni. Rozdéleni spektra elektromagnetického zareni,
velikost pozorovatelného objektu v dané oblasti.

Prakticky v kazdé biologicky zamérené laboratofi se dnes setkate s pfistroji pro méreni spektralnich
veli¢in ve viditelné a ultrafialové oblasti, tzv. spektrofotometry, pro registraci spekter v oblasti od 200
(nékdy 185 nm) do 700 nebo 1000 nm. Neni divu, vZdyt témér vsechny biologicky zajimavé latky (kromé
sacharid(l) maji v této oblasti, kterou oznacujeme zkratkou UV-VIS (ultraviolet-visible), charakteristické
absorpéni pasy a jejich koncentraci lze proto vétSinou pomérné snadno stanovit na zakladé jejich
spektralnich vlastnosti.

Urcovani koncentrace roztokl neni jedinou mozZnosti vyuziti absorpéni spektrofotometrie. Jiz po
nékolik desetileti je znamo, Ze absorpcni vlastnosti zavisi na interakci prislusného chromoforu s okolim.
Z toho vyplyva, Ze vinova délka absorpéniho maxima i intenzita absorpce mohou byt ovlivnény fadou
procesl, které biochemika enormné zajimaji; zde pro ilustraci nékolik priklada:

e Pfi denaturaci biopolymeru (bilkoviny nebo nukleové kyseliny) se méni jeho absorpcni
spektrum, protoze chromofory se dostavaji do jiného mikroprostredi (u bilkovin zevnitt globule
do vodného prostiedi, v DNA z jadra helixu, kde tésné interaguji se sousedy vodikovymi a
patrovymi interakcemi).

e Protoze fenolatovy ion ma jiné vlastnosti nez nedisociovany fenol, je mozné ze zmény spekter
bilkoviny pfi zvySovani pH roztoku urdit titracni kfivku tyrosinovych zbytk( a z ni pak usoudit
na jejich lokalizaci v molekule proteinu.

e Pfi nekovalentni vazbé rGznych ligandl na biopolymer se ¢asto méni jejich spektrum; to
dovoluje touto metodou urcit pocet navazanych ligandl a asociaéni konstantu.
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Odvozeni Lambert-Beerova zakona

Interakci zafeni s hmotou, tj. s atomy a molekulami, dochazi k jeho absorpci, tj. k pfijeti kvanta energie
a zvyseni energie atomu (molekuly) z plvodniho zékladniho stavu do stavu excitovaného. Pti absorpci
zareni v oblasti 200-2000 nm dochazi prevainé k excitaci elektronového systému, resp. valencnich
elektrond, zicastnénych atomu a molekul. Vlastni interakce zafeni s hmotou se sleduje na absorpcnim
spektru, tj. na zdznamu zavislosti mnoZstvi absorbovaného zareni na jeho vinové délce.

Na spektrofotometrickou kyvetu s optickou drahou /, ktera obsahuje absorbuijici Iatku, dopada svétlo
o intenzité I,. Pokles intenzity svétla dI v disledku jeho absorpce vrstvou roztoku o tloustce dl, pak
bude:

—dl =k-1-dl,

kde k je konstanta Umérnosti. Po separaci proménnych a integraci (interval 0-/) ziskdame vztah zvany
Lambertlv zakon, kde / je intenzita svétla, vystupujiciho z kyvety:

log® =k-1.

Analogicky mGzZeme postupovat pfi studiu zavislosti poklesu intenzity svétla na koncentraci absorbujici
latky pfi konstantni délce kyvety. Zde vychazime z predpokladu, Ze d/ bude pres jinou konstantu j
Umérné vzristu koncentrace dc, tedy:

—dl=j-l-dc.
Opét integrujeme, tentokrat v intervalu 0 aZ ¢, a ziskdme Beerlv zakon:
logIT" =j-c.

Velicina I, je intenzita svétla, které do kyvety vstupuje, a I je intenzita svétla vystupujiciho. Nabizi se
vyjadrit pomér téchto hodnot jako frakci svétla pohlceného v kyveté; tato veliCina se pak nazyva
transmitance T:

a Casto se vyjadruje v procentech. Z fyzikalniho pohledu neni pfirozenéjsiho popisu absorpénich efektl
nez pomoci této veli¢iny. Ta vsak byla v poslednich letech téméF opusténa, nebot pro praktické
laboratorni pouZivani trpi zasadnim nedostatkem: neni pfimo Umérnda koncentraci absorbujici latky.
Pfimou Uméru zajistuje velicina na levé strané obou vySe uvedenych vztah(, kterd se nazyva
absorbance A:

A= logITO = log%.

Drive se misto ,,absorbance” uZivalo terminu ,extinkce” (oznaceni E); v anglosaské, zejména americké
literature toto oznaceni tvrdosijné preZiva. Evropsky ¢tenar by si mél byt jist, Ze pojmy absorbance a
extinkce (a podobné i absorpcni a extinkéni koeficient) jsou naprosto ekvivalentni.

Ponékud jinak je tfeba nahlizet na pojem opticka hustota, zkracovany 0.D. nebo OD (optical density).
Prochazi-li paprsek kyvetou, mlze byt jeho intenzita sniZovana i jinymi jevy nez absorpci (pohlcenim
fotonu spojenym s excitaci molekuly do vyssiho energetického stavu). Pro zeslabeni intenzity v
dlsledku absorpce je vhodny termin absorbance, zde také plati (vétSinou, jak je uvadéno dale) Beerlv
zakon. Pokud je vsak intenzita paprsku zeslabovdna napfiklad rozptylem zafeni na velikych ¢asticich
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(agregatech molekul pfi turbidimetrickych méfenich, bunkach pfi promérovani rlstovych krivek
v mikrobiologii apod.), je vhodné toto zeslabeni kvantifikovat jako optickou hustotu. Ta je definovana
stejné jako absorbance, ale nemad primou souvislost s jevem absorpce:

Iy
0D = logT

Jinymi slovy, optickd hustota je pojmem nadfazenym, kdy jenom v nékterych pfipadech je totozna
s absorbanci.

Spojime-li oba vyse uvedené zakony, ziskdme jeden z nejznaméjsich fyzikalné-chemickych vztahd,
zvany LambertGv-Beertliv zakon:

A=¢€-c-l,

kde ¢ (epsilon) je konstanta Umérnosti, odvoditelnd z vyse definovanych konstant k aj. Jinymi slovy je
to absorbance roztoku o jednotkové koncentraci absorbujici latky v kyveté o jednotkové délce.
Vzhledem k tomu, Ze, jak vyplyva z defini¢ni rovnice, je absorbance bezrozmérna veli¢ina, musi mit &
rozmér (délka™. koncentrace). Za jednotkovou délku zde prakticky vidy povazujeme 1 cm; podle toho,
v jakych jednotkach dosazujeme koncentrace, nabyva pak & rdznych rozméra.

Pokud je koncentrace vyjadfena v jednotkdch mol-I't, ma € rozmér cm™:I-mol?, v tom p¥ipadé se jednd
o molarni absorpcni (postaru jesté nékdy téz extinkini) koeficient. Jeho rozmér lze dale upravit
vykracenim délkovych jednotek, ¢imz se ziska tvar cm*>mmol?; je dobré si uvédomit, Ze tento rozmér
je zcela totoiny s vySe uvedenym zdkladnim tvarem a mmol nema nic do ¢inéni s milimolarni
koncentraci. Jinym, zcela ekvivalentnim rozmérem, je M1-cm?, kde M oznaduje molaritu; tento
dokonale pochopitelny tvar je uZivan zejména v anglosaské literature.

AZ doposud byla uvaZovana pfitomnost jediné absorbujici latky ve zkoumaném roztoku, tento stav je
vSak u redlnych vzorku spiSe vyjimecny. Vétsinou je pfitomno nékolik latek, které absorbuji pfi dané
vinové délce. Méfrend absorbance je pak souctem vsech dil¢ich absorbanci.

Urcovani koncentrace roztokl pomoci absorpéni spektrofotometrie

Jak je patrno z definice absorbance, pfi jejim méreni je tfeba znat intenzity (nebo lépe svételné toky)
dvou paprskui: tzv. referencéniho (srovnavaciho — 1), jenz nebyl oslaben absorpci, a mérného (/), ktery
prosel kyvetou se vzorkem. Podle zplsobu méreni se spektrofotometry déli na jednopaprskové a
dvoupaprskové, pripadné spektrofotometry na principu diod-array-detectors.

Jednopaprskové pfristroje maji jedinou optickou dréhu (viz Obr. 2A). Paprsku se nejdfive postavi do
cesty referenéni vzorek (v laboratorni mluvé zvany blank) a mnoiZstvi svétla, jez jim proslo, je
zaregistrovano jako /,; poté je do optické drahy umistén méreny vzorek, zaregistruje se / a z obou udaju
je vypoctena absorbance. Na starSich a jednodussich pfistrojich tohoto typu se nastavuji dva
parametry: pti zaclonéném paprsku se kompenzuje tzv. temny tok, ktery detekcni zafizeni poskytuje i
v situaci, kdy na néj zadné svétlo nedopada (oznaceni ,0“ souvisi s nulovou transmitanci pfi
zaclonéném paprsku), poté se do paprsku umisti referencni vzorek, jehoz absorbance je z definice
nulovd (100% transmitance). Toto nastaveni je nutno provadét pro kazdou vinovou délku, a proto se
pfistroje tohoto typu nepouzivaji pro méreni spekter. U modernich pfistrojd se zavislost /, na vinové
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délce pro referencni vzorek ulozi do paméti a po zméreni této zavislosti pro vzorek (/) se vypoctou
hodnoty absorbanci pro vSechny vinové délky.

Dvoupaprskové pristroje maji oddéleny drahy pro referen¢ni paprsek a pro méfeny vzorek (viz Obr.
2B). V kazdém okamziku proto mohou registrovat / i I, a vypocitat absorbanci. Tyto pristroje, obvykle
ponékud drazsi, dovoluji velmi snadno méfit rGzné typy diferencnich spekter a mivaji i lepsi optické
parametry (monochromati¢nost svétla).

Spektrofotometry na principu diod-array-detectors (DAD). Tato koncepce se objevila v poloviné 80.
let minulého stoleti. Ostatni spektrofotometry maji monochromdator umistén pred kyvetovym
prostorem, takze vzorkem prochazi pouze vybrané (,monochromatické”) svétlo, které je pak primo
zpracovano detektorem. V DAD pfistrojich prochazi vsechno svétlo (polychromatické) vzorkem
a teprve poté je rozloZzeno mtizkou; fada svétlocitlivych diod pak analyzuje mnozstvi svétla jednotlivych
vinovych délek, které prosSlo vzorkem, respektive referenénim roztokem. Toto experimentalni
usporadani ma sice ponékud nizsi kvalitu optickych parametrld (rozlisSovaci schopnost z hlediska
spektralni Cistoty), jeho pfednosti je vsak rychlost méreni, nebot intenzita svétla vSech vinovych délek
se snima v jediném okamziku. Proto je toto usporadani vhodné zejména pro kinetickd méreni nebo
jako detektory chromatografickych zafizeni (HPLC).

Zdroj zafeni

Zdroj zafeni
Zrcadlo Zrcadlo
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Blank -
|
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i 1 Q) : !

Zrcadlo Vzorek  Fotondsobic =t~ -,
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Obr. 2: Schémata spektrofotometri. A — jednopaprskovy spektrofotometr; B — dvoupaprskovy
spektrofotometr.

PFfi stanovovani koncentrace skupiny latek byvd problémem zvolit vhodny , obecny” standard.
Typickym pfikladem je zde stanovovani koncentrace proteind. Aromatické postranni fetézce bilkovin
absorbuji v UV oblasti v okoli 280 nm. Casto se voli jako standard hovézi sérovy albumin (BSA, z angl.
bovine serum albumin), jehoZ absorbance jednoprocentniho roztoku Ccini 6,8; zastoupeni
aromatickych aminokyselin v albuminu je vSak ve srovnani s vétsinou bilkovin relativné nizké a hodnota
jeho specifického absorpcniho koeficientu je v ,rodiné” rozpustnych bilkovin nepouzitelnd. Na Obr. 3
je srovnani spekter albuminu a imunoglobulinu pti stejné koncentraci.

V biologickém materialu ¢asto komplikuje spektrofotometrické méreni zakal, ktery nekontrolované
zvysSuje turbiditu roztoku, jenZ se pak pricita ke skutecné absorbanci. Pravé zde by bylo vhodnéjsi
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mluvit o optické hustoté, jejiz vztah ke koncentraci byvd mnohem komplikované;jsi nez pfima umérnost
Beerova zdkona. Dobrym voditkem pro posouzeni, zda turbidita vyznamné ovliviiuje zméfenou
absorbanci pti dané vinové délce, je tvar absorpcniho spektra: kiivka by méla pomérné rychle klesat
k nule, zatimco v zakalenych vzorcich klesd mnohem pomaleji. Pokud je timto zplsobem zjistén zakal
(pro bilkoviny neni u 330 nm OD nulova), je nutno pokusit se vliv zdkalu na méfenou absorbanci
néjakym zplsobem sniZit. Napf. pro bilkoviny se odcita registrovana ,absorbance” u 330 nm od
mérené absorbance v maximu u 280 nm.

Jak bylo ukdzadno, absorbance pfi urcité vinové délce je souctem absorbanci vSech pfitomnych
absorbujicich Iatek. PFi studiu roztok( biologicky aktivnich latek se malokdy objevuje situace, Ze by
v inkriminované oblasti spektra (zejména v UV) absorbovala jedina slozka roztoku. V tom pfipadé je
nutné velmi opatrné posoudit, zda dalsi absorbujici Iatky neovliviuji stanoveni. Proto byva velmi
vhodné nespokojovat se s méfenim absorbance pfi jediné vinové délce, ale proméfit vidy relevantni
zavislost absorbance na vinové délce (absorpcni spektrum) a podle jeho tvaru usoudit, zda néjaka cizi
latka stanoveni nerusi. Typickym problémem tohoto typu je prekryv spektra bilkoviny pfimési
nukleovych kyselin, které maiji, diky vysokému obsahu aromatd velmi vysoky specificky absorpéni
koeficient (Obr. 3).
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Obr. 3: Absorpcni spektra.
1 — hovézi sérovy albumin (1 mg-ml?); 2 — lidsky imunoglobulin G (1 mg-ml?); 3 — DNA (0,1 mg-ml2);
opticka délka kyvety 1 cm.

Kalibracni funkce

Kalibraci se rozumi vztah mezi dvéma velicinami x a y, kde veli¢inou y byva méreny signal (absorbance
A, potencial E, napéti ¢lanku U, proud I, elektricky odpor R,...), a veli¢ina x predstavuje stav nebo
vlastnost méreného systému (koncentrace ¢, obsah m, objem V, teplota t,...).

Vztah téchto dvou velic¢in y=f(x) je definovan matematickym modelem, tzv. kalibra¢ni funkci. Jak vidno
veli¢ina x je v tomto vztahu nezavislou proménnou, veli¢ina y proménnou zavislou (tzn., Ze jeji hodnoty
jsou zavislé na hodnotach veli¢iny x).
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Kazda zavislost dvou nebo vice proménnych muze v obecném pohledu vykazovat dvoji formu:

1) funkéni zavislost
- urcité hodnoté nezdvisle proménné x odpovida vidy jedina, urcitd hodnota zavisle
proménné y, jinak feCeno — po dosazeni x do kalibra¢ni funkce ziskdme pouze jednu
hodnotu y.
2) statisticka zavislost
- pro urcitou hodnotu nezavisle proménné x existuje vidy urcité pravdépodobnostni
rozdéleni zavisle proménné y (ndhodné veliCiny). Toto rozdéleni je charakterizovano
predevsim aritmetickym priimérem hodnot ya rozptylem. Se zménou hodnoty x se
hodnoty y zakonité méni a méni se i aritmeticky pramér. Funkéni zavislost proménnych
veli¢in fesSi regresni analyza. Posouzeni tésnosti rozloZeni zavisle proménné y kolem
regresné vypocitané funkce y = f(x) umoznuje korelace.
- Zjednodusené teceno — pfi dosazeni jedné hodnoty x do kalibracni funkce mizieme
ocekavat pouze urcité hodnoty y.
Vypocet kalibraéni funkce se provadi pomoci regresni analyzy, coz je statistickd metoda porovnani
metod. Pro jednoduchost se v kalibraci se ddva prednost linedrnim zavislostem.

Kalibracni funkce a stanoveni koncentrace pomoci spektroskopie

Jak jiz bylo zminéno, kalibra¢ni funkce je vyneseni zavislosti absorbance (zavisla proménng, osa y) na
koncentraci absorbujici latky (nezavisla proménna, osa x). Je mozné volit kteroukoli vinovou délku, az
na vyjimky vsak volba padd na vinovou délku absorpéniho maxima stanovované latky, a to ze dvou
davodu:

1) je zde nejvyssi citlivost stanoveni
2) presnost stanoveni zde nejméné zavisi na presnosti nastaveni vinové délky.

Kalibracni funkci ziskame z proméreni absorbanci kalibracnich roztokl (standardd) o zndmych
koncentracich a jejich vyneseni proti dané koncentraci standardu.

V tomto pfipadé je kalibra¢ni funkce popsana obecnou rovnici linearni funkce:
y=a-x+b,

pficemz: ...hodnota méreného signalu (zde absorbance)

y

a...sklon primky (smérnice)
X...koncentrace (uvedena na ose x)
b

...prasecik funkce s osou y

U linearnich kalibracnich funkci je koeficient b vyznamnou veli¢inou — jeji nenulova hodnota svédci o
konstantni soustavné chybé; pokud je chyba kladna, Ize ji eliminovat odectenim slepého pokusu
(blanku), takze analyticky signal by mél byt nulovy pfi x = 0.

Diky znalosti kalibracni rovnice Ize z namérenych hodnot absorbanci zpétné dopocitat koncentrace
vzorkd.
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Obr. 4: P¥iklad kalibraéni zavislosti zjisténé po proméreni roztokd kalibraénich standardii BSA o
znamych koncentracich.

Korelaéni koeficient R

Korelaéni koeficient R uréuje tésnost rozlozeni zavisle proménné veli¢iny kolem lineadrni regresni
primky. Cim je hodnota korelaéniho koeficientu bliz$i +1, tim je zavislost mezi prom&nnymi tésnéjéi a
tim vice se blizi pfimce.

Korela¢ni koeficient tedy nabyva hodnot (—1;1). Kladnych hodnot nabyva pro pfimou zavislost,
zapornych pro nepfimou zavislost, nulové hodnoty znaci lineadrni nezavislost. Pozor, nulova hodnota
korela¢niho koeficientu neznamena, Ze jsou na sobé proménné nezdvislé absolutné, pouze tuto
zavislost nelze vyjadfit linedrnim vztahem. Uréeni hodnoty koeficientu ma prakticky smysl az pfi vétsim
poctu dvojic x;, Yi.

Koeficient determinace R?

Koeficient determinace R? uddvéa miru kvality zvoleného regresniho modelu. Jeho hodnota se pohybuje

v

v rozmezi (0; 1), pficemz ¢im vice se jeho hodnota blizi k 1, tim kvalitnéjsi regresni model je zvolen.

Mozné problémy

PFi pokusech o stanoveni koncentrace pomoci méreni absorbance se mohou vyskytnout rlizna uskali.

vrve

V dalSim textu budou probrdny nejbéinéjsi pfriciny, jez vedou k chybdam pfi téchto stanovenich.
Zavislost absorbance na koncentraci by méla byt pfimkova a prochazet pocatkem; pak je smérnice této
pfimky rovna absorpénimu koeficientu. Casto se viak objevuji odchylky od této nejjednodussi

zavislosti:
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1) Pfimka neprochdazi pocatkem.
Takova situace je vidy artefaktem: pti nulové koncentraci latky musi byt absorbance nulova.
Dosti obvyklou chybou je to, Ze pfi pocitacovém vyhodnoceni je zvolen nevhodny pfimkovy
model, povolujici nenulovy Usek na ose y. Pokud pfimku ,nelze ptinutit, aby prochazela
pocatkem, byva chyba v nevhodné volbé referenéniho roztoku, znecisténé referencni kyveté
apod.

2) Zavislost neni pfimkova.
K tomuto jevu dochazi v pripadé, kdy se latka vyskytuje v nékolika spektralné odlisitelnych
stavech, pficemz koncentrace jednotlivych sloZzek roztoku zavisi na celkové koncentraci. Jako
typicky priklad se uvadéji oligomerni rovnovahy, kdy oligomer ma jiné absorpcni spektrum nez
monomerni jednotky. V téchto pfipadech, kdy neplati Beerlv zdkon, nelze snadno urcit
koncentraci z méfeni pfi jediné vinové délce.

3) Pokud latka fluoreskuje, je cast absorbovaného svétla opét vyzarena; toto svétlo pti vyssich
hodnotach absorbance zdanlivé snizuje jeji hodnotu. Zavislost absorbance na koncentraci je pak
zakfivena a limitné se blizi k néjaké hodnoté.

Dulezita pravidla pfi stanoveni koncentrace analytu ve vzorku pomoci kalibraéni funkce

Rozsah kalibrace, koncentrace analytu

Koncentrace analytu by méla spadat do rozsahu kalibrace (pracovniho rozsahu méreni), coz je interval
koncentraci, v némz Ize dosahnout poZzadované hodnoty presnosti a pravdivosti méreni. Jinak feceno,
koncentrace stanovované latky by méla spadat do rozsahu koncentraci standard(l pouZitych pro
sestaveni kalibracni funkce. Pokud je koncentrace mimo rozsah koncentraci standardd, jsou dvé
moznosti ndpravy:

1) Pokud je koncentrace analytu ve vzorku vyssi neZ koncentrace standardd, je tfeba vzorek
vhodné zfedit.

2) Pokud je koncentrace analytu ve vzorku nizsi nez rozsah koncentraci standardd, je tfeba vzorek
vhodnym zplisobem zahustit nebo upravit koncentrace kalibrac¢nich roztokl a promérit celou
kalibra¢ni kfivku znovu.

Technické replikaty

Pro snizeni chyb béhem stanoveni koncentrace analytu ve vzorku je vhodné méreni provést se stejnym
vzorkem ve vice opakovanich — hovofime o technickych replikatech (duplikaty, triplikaty, ...).
Opakovanym mérenim se eliminuji chyby zplsobené napfiklad nepfesnym pipetovanim reakci.

Redéni
Pro stanoveni koncentrace analytu ve vzorku je tfeba brat v potaz skutecnost, zda a jak byl vzorek pred

stanovenim zfedén. Pokud by doslo k opomenuti tohoto faktu, byla by stanovena nizsi koncentrace
analytu, coz by mohlo mit za ndsledek nedspéch béhem dalsich analyz vzorku.
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UKOL C. 1: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace roztoku siranu nikelnatého

POMUCKY:

Odmérné banky (5 ml) se zatkami
Kadinky

Pipety, Spicky

Pasteurova pipeta

Spektrofotometr Lightwave Il

Kyveta

CHEMIKALIE A BIOLOGICKY MATERIAL:

0,5 mol-I* siran nikelnaty

Nezndmy vzorek

POSTUP:

1.

Vypoditejte objem zasobniho roztoku siranu nikelnatého o koncentraci 0,5 mol-I* a objem
destilované vody, které musite smichat, abyste ziskali 5 ml roztok( o koncentracich 0,025 mol-I"%;
0,05 mol-I%; 0,1 mol-I%; 0,2 molI? a 0,3 mol-I*. Hodnoty zapiste do tabulky a konzultujte
s vedoucim cviceni.

Tab. &. 1: Redéni zasobniho roztoku siranu nikelnatého.

w

6.

Finalni koncentrace NiSO4 [mol-I*}] 0,025 0,05 0,1 0,2 0,3

0,5 mol-I* NiSO4 [ml]

Destilovana voda [ml]

Do odmérnych banék o objemu 5 ml pipetujte vypoctené mnoZstvi zasobniho roztoku. Roztoky
v bankach doplnite po znacku destilovanou vodou (pouZijte Pasteurovu pipetu), uzaviete a dobre
promichejte.

Zapnéte spektrofotometr. Vyberte moznost Applications (1), dale zvolte moznost Wavescan (3).
Nastavte rozsah vinovych délek od 600 do 800 nm a potvrdte zelenym tladitkem OK. Do
kyvetového prostoru umistéte kyvetu s Cistou vodou (blank), kyvetu plite pfiblizné do % objemu.
Pfed tim, neZ kyvetu vloZite do spektrofotometru, je nutné se ujistit, Ze kyveta je zvenku sucha,
pfipadné ji osusit papirovym ubrouskem.

Zmacknéte modré tlacitko pro vynulovani pfistroje.

Blank z kyvety vylijte a nahradte 0,3 mol-I"* roztokem siranu nikelnatého. Pro méfeni stisknéte
zelené tlacitko.

V zobrazeném spektru pomoci Sipek najdéte absorpéni maximum.

Sestrojeni kalibracni kfivky:

1.

Na spektrofotometru vyberte mozZnost Applications (1), dale mozZnost Single Wavelength (1)
a nastavte ziskanou vinovou délku, pti které mél siran nikelnaty nejvyssi absorbanci.
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2. Pristroj vynulujte na destilovanou vodu a promérte sadu pripravenych roztokd nikelnatych iont(,
kazdy vzorek zmérte ve tfech opakovanich. Tyto hodnoty budou slouZit k sestrojeni kalibraéni
krivky. BEhem méfeni je tfeba kyvetu mezi jednotlivymi vzorky proplachnout destilovanou vodou.

3. Na zavér zmérte absorbanci nezndmého roztoku, taktéz ve trech opakovanich.

VYHODNOCENI:

1. U kazidé koncentrace siranu nikelnatého vypocitejte priameérnou hodnotu ze tfi namérenych
absorbanci.

2. Ziskanou zavislost absorbance na koncentraci vyneste do grafu (MS Excel). Graf musi byt spravné
pojmenovan, oznacte osy v¢. jednotek a do grafu vlozte spojnici trendu — linedrni regresi. Z rovnice
kalibraéni krivky odectéte koncentraci siranu nikelnatého v nezndmém vzorku.

UkoL C. 2: Prakticka aplikace spektrofotometrie v biochemické laboratofi, stanoveni
obsahu proteinl Bradfordovou metodou s vazbou barviva Coomassie blue

Stanoveni celkové koncentrace proteinll v roztoku je jednou z nejcastéjsich analyz v biochemické
laboratofi. Bradfordova metoda stanoveni celkovych proteinl je zaloZena na tvorbé komplexu mezi
proteiny a triarylmetanovym barvivem Coomassie Brilliant blue G250, které se na proteinové molekuly
vaze dvéma zplsoby. Trifenylmethanova skupina se vaze na nepolarni Casti proteinu a anion
sulfoskupiny na bazické skupiny ve vedlejsich fetézcich aminokyselin (arginin a lysin). Po vazbé barviva
na proteiny dochazi k barevné zméné, ktera je umérna mnozstvi proteinu. Reakce je velmi citliva u
albuminu a rady globularnich proteind. Metoda je diky své jednoduchosti a citlivosti Siroce pouZivana.
Jako kalibracni protein se pouziva hovézi sérovy albumin (BSA). Barevny produkt barviva s proteinem
vykazuje absorpéni maximum pfi 595 nm (absorpéni maximum samotného barviva je 465 nm).
Stanoveni obsahu celkovych proteind Bradfordovou metodou je vsak ruseno radou interferujicich
latek, které jsou znamy (detergenty napt. dodecylsiran sodny, Triton X-100; soli), které se do vzorku
dostavaji béhem precipitace a purifikace a které narusuji tvorbu komplexu barviva s proteiny.

LABORATORNiI POMUCKY:

Vazenka Kadinky

Spachtle/IZi¢ka Pipety, $picky

Analytické vahy Spektrofotometr Lightwave I
Odmeérna barika (100 ml) Kyvety

Mikrozkumavky Vortex

Zkumavky sklenéné

CHEMIKALIE A BIOLOGICKY MATERIAL:

Bradfordovo cinidlo
Hovézi sérovy albumin (BSA)
Nezndmy vzorek
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POSTUP:

1. Priprava roztokd

1)

Od vyucujiciho si vyZadejte neznamy vzorek (vzorek BSA o nezndmé koncentraci) pro stanoveni
koncentrace proteinll. Vzorek nechejte rozmrznout volné na stole. Pfed mérenim vzorek
promichejte na vortexu.

Pfipravte si 100 ml zasobniho roztoku hovéziho sérového albuminu (zkracovaného jako BSA) o
koncentraci 100 pg/ml. Navazku albuminu je potfeba spocitat a vysledek konzultovat
s vedoucim cviceni. Zasobni roztok BSA naredte presné do 100 ml odmérné bariky!

Po jeho sprdvném naredéni ¢ast roztoku prelijte zodmérné bariky do kadinky, z niz budete
roztok odebirat pfi dalsi praci.

Standardy: pfipravte si mikrozkumavky, které si ocislujete, viz tabulka niZze. Do téchto
zkumavek budete pipetovat standard BSA v pfislusnych koncentracich. V kazdé
mikrozkumavce se standardem je finalni objem 1 ml. Standardy promichejte na vortexu.
Pfipravte si blank. Blankem neboli slepym vzorkem se rozumi takovy vzorek, ktery obsahuje
veskera Cinidla kromé vzorku nebo standardu. Misto nich se pouziva voda, resp. rozpoustédlo
pouZité pro rozpusténi standard(l. Dale je zpracovavan jako vzorky nebo kalibrac¢ni standardy!

Tab. 2: Koncentrace standard( BSA pro kalibraéni fadu v rozmezi koncentraci 0 — 100 pg/ml a postup
ptipravy danych koncentraci ze zasobniho roztoku BSA o koncentraci 100 pg/ml.

., Pfiprava standardt (doplni student) :
Cislo Koncentrace Celkovy
zkumavky | BSA (pg/ml) - - - objem (ul)
Objem vody (u) Objem zasobniho
roztoku BSA (ul)
1 10 1000
2 20 1000
3 30 1000
4 40 1000
5 50 1000
6 60 1000
7 70 1000
8 80 1000
9 90 1000
10 100 1000

2. Stanoveni proteintli ve zkumavkovém usporadani na stolnim spektrofotometru

1)

2)

3)

Pripravte si sadu sklenénych zkumavek pro kalibraci (pocet dle poctu kalibracnich roztok),
které ocislujete stejné jako kalibracni roztoky, tj. 0 (blank), 1, 2, 3...

Pfipravte si sklenéné zkumavky pro nezndmé vzorky, které vhodné pojmenujete. Kazdy vzorek
budete méfrit ve dvou opakovanich (tzv. duplikatech).

Pfiprava blanku: do zkumavky napipetujte 500 ul vody (objem je totoZzny jako pro vzorek nebo
standard) + 500 pl vody.
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Priprava standardi: do ocislovanych zkumavek napipetujte 500 pl standardu nafedéného na
prislusnou koncentraci + 500 ul vody.

Pfiprava vzorku: do vhodné pojmenované zkumavky napipetujte 500 ul nezndmého
pfipraveného vzorku + 500 ul vody.

Do vsech pfipravenych zkumavek napipetujte 2000 pl pracovniho roztoku Bradfordova Cinidla.
Po napipetovani vSech komponent reakce do pfislusnych zkumavek, zkumavky promichejte na
vortexu a nechte je 5 minut inkubovat pfi laboratorni teploté. Méfte do 1 hodiny od ukonéeni
inkubace.

3. Méfeni na stolnim spektrofotometru

1) Na spektrofotometru vyberte moznost Applications (1), ddle moznost Single Wavelength (1)
a nastavte vinovou délku 595 nm.

2) Pristroj vynulujte na blank a promérte sadu pripravenych roztokd standard( BSA. Tyto hodnoty
budou slouzit k sestrojeni kalibracni k¥ivky.

3) Na zavér zmérte absorbanci neznamého vzorku.

4) DULEZITE: Plastové méfici kyvety je nutno po kaidém méfeni proplachovat roztokem 50%
etanolu a poté destilovanou vodou. Barva Coomassie Briliant Blue se vaze na stény kyvety,
takZe pfi nevymyti kyvety by dochazelo k velkému zkresleni méreni. Pfi méreni postupujte od
nejnizsi koncentrace k nejvyssi.

VYHODNOCENI:

1. Znamérenych hodnot absorbanci standardd BSA vypoctéte primérnou hodnotu pro danou
koncentraci standardu.

2. Ziskanou zavislost absorbance na koncentraci vyneste do grafu (MS Excel). Graf musi byt

spravné pojmenovan, oznacte osy vC. jednotek a do grafu vlozte spojnici trendu — linearni
regresi. Z rovnice kalibraéni kfivky stanovte obsah proteinli v neznamém vzorku.
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3. Gelova chromatografie a chromatografie na tenké vrstveé

Chromatografické metody

Soucasnou praci v biochemickém vyzkumu a ve studiu prirodnich latek si nelze bez chromatografickych
metod predstavit. Jejich principem je rozdélovani latek mezi staciondrni a mobilni fazi na zakladé
rozdilnych afinit sloZzek k uvedenym fazim. Mobilni faze je bud' kapalina nebo plyn, stacionarni faze
mUZe mit velmi rdznorodou formu napt. ¢astecky tuhé faze, tenka vrstva kapaliny na pevnych casticich,
film kapaliny na vnitfni strané kapilary atd. Objeveni chromatografie je pfipisovano ruskému botanikovi
M. S. Cvétovi (1872-1919), ktery rozdélil chloroplastové pigmenty z rostlinnych extraktli na sloupci
uhli¢itanu vapenatého.

Chromatografické metody se mohou délit podle rGznych kritérii, nejcastéjsi déleni je podle podstaty
procesu zodpovédného za separaci, podle skupenstvi mobilni faze, zplsobu provedeni (sloupcova,
tenkovrstevnda, papirova atd.) ¢i podminek (nizkotlaka, stfednétlakd nebo vysokotlakd kapalinova
chromatografie). Podle podstaty procesu Ize chromatografie rozdélit do nasledujicich kategorii, je vSak
tfeba mit na paméti, Ze zejména pfi déleni biopolymer( (bilkovin, nukleovych kyselin) se jedna ¢asto o
kombinaci dvou nebo vice separacnich principQ. Napfiklad pfi rozdélovaci chromatografii mize
dochdzet také k adsorpci proteinu na povrch sorbentu nebo se uplatiuje sitovy efekt poréznich
sorbentl (gelova permeacni chromatografie).

Adsorp¢ni chromatografie

Patfi k nejstar$im a nejrozsifenéjSim metodam. Pevny adsorbent je obtékan vhodnym rozpoustédlem,
které unasi analyzovanou smés latek. Na povrchu adsorbentu dochazi k rizné silné adsorbci téchto
latek a tim k jejich rozdéleni. Nej¢astéji uzivanymi adsorbenty jsou latky pdrovité struktury, jako jsou
silikagel, Al,03, CaCOs, hydroxylapatit ¢i aktivni uhli. Pfi adsorpci na poldrnich sorbentech hraji nejvétsi
Ulohu interakce typu ion — dipdl a dipdl — dipdl, zatimco u nepolarnich sorbentl to jsou prevazné van
der Waalsovy sily. Adsorpéni chromatografie mize byt v provedeni sloupcovém (CC — column
chromatography) nebo tenkovrstevném (TLC — thin layer chromatography).

Zvlastnim pripadem absorpcéni chromatografie je hydrofobni chromatografie biopolymerl (zejména
proteintl), kterad vyuziva jejich schopnosti adsorbovat se na hydrofobni skupiny a povrchy. Vytésnéni
adsorbovanych biopolymeri se provadi nejcastéji snizenim iontové sily, popr. pfidavkem organického
rozpoustédla. Jako adsorpcni hydrofobni materidly se nejcastéji pouZivaji polysacharidové Cci
polyglykolmethakrylatové matrice s navazanymi alkylovymi retézci (Sepharosa, Spheron).

Rozdélovaci chromatografie

Principem je déleni latek mezi dvé navzajem nemisitelnd nebo omezené misitelna rozpoustédla a je
charakterizovdno rozdélovaci konstantou K, kterd je rozdilnd pro jednotlivé slozky smési a lisi se
pochopitelné i pro rlzné systémy rozpoustédel. Volbou sloZeni téchto systéml Ize ovlivnit Géinnost
rozdéleni slozek smési. Rozdélovaci chromatografie je usporadana tak, Ze jedna z kapalnych fazi je
zakotvena na inertni pevny nosi¢ (silikagel, filtracni papir, kifemelina, skrob) a stava se tak fazi
stacionarni, zatimco druhd faze — mobilni — pres tuto pretéka. Latky ze separované smési se rozpoustéji
mezi obé faze. Na pevny nosic se zakotvuje predevsim vodna stacionarni faze, ktera ma k nosici vyssi
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afinitu a jako mobilni je pak pouZivana smés organickych rozpoustédel. Castou formou rozdélovaci
chromatografie je papirova chromatografie (PC — paper chromatography) Vyvoj novych sorbentl a
automatizace pak daly vzniknout novému a v soucasnosti jednomu z nejpouZivanéjSich typl
chromatografie — vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC — high performance liquid
chromatography). Pfi HPLC se pracuje za vysokého tlaku, nazyva se také casto jako vysokotlaka
kapalinova chromatografie, a proto umoznuje nékolikanasobné rychlejsi a citlivéjsi analyzy vSech typl
latek oproti klasickym sloupcovym metodam.

Afinitni chromatografie

Je zaloZena na biochemickych interakcich, jako jsou interakce enzym — substrat ¢i protilatka — antigen,
které probihaji s vysokou selektivitou. Princip je zalozen na tom, Ze pfislusny substrat ¢i antigen se
chemickou reakci navdze na urcity sorbent, kterym se pak naplni kolona. Enzym nebo protildtka jsou
selektivné vychytavany z analyzované smési a nasledné mohou byt z kolony vymyty. Afinitni
chromatografie se kupfikladu vyuziva k ¢isténi protilatek z krevniho séra.

Chromatografie na iontoménicich

Chromatografie na ménicich iontl neboli ionexovd chromatografie je urCena pro separaci latek
nesoucich naboj. Pfi vyméné iontl se ionty, které jsou elektrostaticky vazany k pevnému a chemicky
inertnimu podkladu reversibilné vyménuji za ionty z roztoku:

R*A+B oR*B +A

R*A" je ménic iontl s navazanym aniontem A" (anex) a B  odpovida aniontlm v roztoku. Ménic kationtd
(katex) obsahuje zaporné nabité skupiny, které reversibilné vazou kationty. Afinita iont0 k ionexu neni
stejna, ale zavisi na velikosti ndboje a na poloméru hydratovaného iontu, a tento fakt je zakladem
separace latek ionexovou chromatografii. Rozdily v ndbojovych vlastnostech, jichz ionexova
chromatografie vyuziva, jsou u biologickych latek znacné, proto timto zplsobem lze oddélit i latky jinak
velmi podobnych vlastnosti. Pfi vazbé iontu na ionex je vsak tfeba pocitat i s dalSimi vlivy a to zejména
s van der Waalsovymi a poldrnimi interakcemi. Sila vazby je také ovlivnéna iontovou silou a hodnotou
pH prostredi. Dale je tfeba si uvédomit, Ze latky nesouci stejny naboj jako ionex nebudou zachyceny
vibec.

Jako chromatograficky material slouZi pro ionexovou chromatografii rlizné inertni matrice, které maji
na svém povrchu kovalentné navazané kladné nebo zdporné nabité funkéni skupiny (anexy —
aminoethyl, diaminoethyl; katexy — karboxymethyl). Charakter funkénich skupin pak udava silu ionexu,
jejich celkové mnoZstvi a vyuzitelnost urcuje kapacitu ionexu. Oznaceni slabé, stfedni a silné ionexy
vyjadfuje stupen disociace skupin v zavislosti na pH. Zatimco silné ionexy jsou Uplné disociovany v
Sirokém rozmezi pH, disociace slabych ionexU je naopak na pH silné zavisla. Slabé katexy ztraceji ndboj
pfi pH pod 6, slabé anexy pfi pH nad 9. Jako matrice se v ionexové chromatografii pouzivaji tfi druhy
materiald: syntetické pryskyfice jako je napf. nejCastéji pouzivany polystyren zesitovany
divinylbenzenem, celulosa a konec¢né gely na bazi polyakrylamidu, dextrand nebo agarosy. Hlavni faze
ionexové chromatografie jsou ekvilibrace ionexu, navazani latek ze vzorku a vymyti nenavazanych
slozek, zména podminek, ktera vede k selektivni desorpci a konecné regenerace ionexu.
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Gelova chromatografie

Tento typ chromatografie je jednou z nejpouzivanéjsich metod v preparativni chemii biopolymera. Na
rozdélovani latek pfi gelové chromatografii maji rozhodujici vliv rozméry jejich molekul. Na pérovitém
gelu (také nazyvaném molekulové sito) dochazi k zadrzovani malych molekul, tim Ze pronikaji do nitra
Castic gelu (Obr. 1), kdezto molekuly, které jsou tak velké, Ze neprojdou pdry, se nezadrzuji a vymyvaji
se z kolony rychleji. Malé molekuly jsou tedy zpomalovany vice nez velké a jednotlivé slozky smési se
uvolnuji ze sloupce v poradi klesajici velikosti molekuly (relativni molekulové hmotnosti, viz Obr. 1,
Obr. 2). Kritériem rozdéleni latek je velikost port v Casticich gelu. Gel by nemél obsahovat zadné
specificky ani nespecificky adsorbujici skupiny, aby nedochdazelo k déleni latek jinym mechanismem.
Jde v podstaté o typ rozdélovaci chromatografie v systému kapalina — kapalina, kde staciondrni faze je
kapalina zakotvenad v gelu. Stejna kapalina pak tvofi mobilni fazi, ktera protéka mezi ¢asticemi gelu.

V literature je mozné se setkat s riznymi nazvy pro gelovou
chromatografii. Pro oddélovani latek s velmi rozdilnymi
molekulovymi hmotnostmi napf. pfi odsolovani bilkovin se
pouziva hlavné termin gelova filtrace. Proces separace latek
s blizkymi molekulovymi hmotnostmi je pak nazyvan jako
gelova permeacni chromatografie (GPC — gel permeasion
chromatography). Casto byva pouZivdn také termin
kapalinovd vylucdovaci chromatografie, ktery je =z Obr. 1: ZadrZovani castic v
teoretického hlediska asi nejvhodnéjsi. porech gelu.

Jednotlivé typy gelQl lze charakterizovat tzv. frakcionacnim rozsahem gelu, coZ je rozmezi
molekulovych hmotnosti nebo velikosti molekul, v némz jejich zména zplsobuje zménu v elu¢nim
objemu (objem mobilni faze, ktery protece kolonou od naneseni vzorku aZ po dobu, kdy je dana latka
z kolony vymyvana). Nejéastéji pouzivanym typem gelu jsou Sephadexy.

rozpoudtédlo

mnoZstvi rozpusténé latky

malé

molekuly objem eludtu

velké
molekuly

Obr. 2: Princip gelové chromatografie.
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Sephadexy jsou vyrabény z fragment( dextranu, coZ je polysacharid s relativni molekulovou hmotnosti
okolo 107 — 108, ktery vznika ze sacharosy plusobenim bakterie Leuconostoc mesenterium. Dextranova
vlakna se pak zesituji pficnymi vazbami plsobenim epichlorhydrinu. Stupen zesitovani a s tim
souvisejici velikost péru Ize pak ovlivnit vzajemnym pomérem epichlorhydrinu a dextranu. Jednotlivé
typy Sephadexu se oznacuiji Cislici a pismenem. Na odsolovani se nejc¢astéji pouzivaji Sephadexy s nizsim
Cislem. Pro déleni latek o vysSich molekulovych hmotnostech pak Sephadexy G-75, G-150 nebo jiné
znacky gel( jako je Sepharosa, Sephacryl, Bio-gel.

Gelovd permeacni chromatografie se velmi Casto uZivda pro stanovovani relativni molekulové
hmotnosti makromolekul. Pfed vlastni chromatografii daného vzorku je nutno provést separaci
standardld o zndmé relativni molekulové hmotnosti a z jejich eluénich objem( sestrojit zavislost.
Vétsinou je vyndasena zavislost reten¢niho ¢asu na logaritmu molekulové hmotnosti. Z retenéniho ¢asu
vzorku o neznamé hmotnosti, ktery je separovan za stejnych podminek jako smés standardd, se pak
jednoduse odecte jeho relativni molekulovd hmotnost. Podminkou je, aby vzorek nebyl znecistén
latkami o priblizné stejné molekulové hmotnosti, které zkresluji retenéni cas vzorku. DuleZité je také
vhodné zvoleni typu gelu tak, aby se do jeho frakcionac¢niho rozsahu vesly vSechny standarty a
samoziejmé i vzorek. Na Obr. 3 je zndzornén elucni profil smési standardd na koloné Superosy 12 HR
pouzivané v systému FPLC (fast protein liquid chromatography).

Odsolovani roztokt biopolymer( pomoci gelové chromatografie (gelovd filtrace) byva casto vhodnéjsi
neZ dialyza, a to predevsim z casovych dlvodil. Odsolovanim nestabilnich biopolymer( dialyzou
dochazi ¢asto k jejich denaturaci, pravé z divodu ¢asové naroénosti procesu. Pouziva se nejcastéji
Sephadex G-25, pro odsolovani biopolymer( s relativni molekulovou hmotnosti nad 30 000 je pak
vhodnéjsi Sephadex G-50. DlleZita je také délka kolony, pti vétSich objemech nanaseného vzorku je
pak nutno Umérné zvysovat délku naplné v koloné tak, aby se béhem pritoku smés nizko a
vysokomolekuldrnich latek stacila od sebe oddélit. Obecné se udava, ze pfi gelové chromatografii by
mél cinit objem nandseného vzorku maximdlné 1-2% z celkového objemu kolony. Pro gelovou
chromatografii se proto pouzivaji kolony 75 cm dlouhé a ¢asto i delsi.

0.5+ 2
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Obr. 3: Typicky chromatogram smési proteini na koloné Superosy 12 HR.
1 — protilatka 1gG (Mr = 160000); 2 — hovézi sérovy albumin (Mr = 67000); 3 - B-laktoglobulin
(Mr =37000); 4 — cytochrom c (Mr = 12400); 5 — vitamin B12 (Mr = 1 355); 6 — cytidin (Mr = 246).
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Chromatografie na koloné

Pti sloupcové chromatografii (chromatografie na koloné) je chromatograficky material umistén do
chromatografické kolony (sklenéna nebo kovova trubice) a vytvoti tak sloupec, na némz probiha déleni.
Po aplikaci vzorku na kolonu dochazi vlivem toku mobilni faze k pohybu jednotlivych sloZzek kolonou a
k jejich separaci. Napln kolony je rlizna podle toho, o jaky typ chromatografie se jedna. Kolony je mozné
naplnit v laboratofi nebo Ize zakoupit kolony jiz naplnéné, které jsou dodavany radou firem. To plati
zejména o kolonach pro chromatografické techniky, kdy déleni probiha za zvySeného tlaku (HPLC) na
sorbentech s velmi malym primérem castic (nékolik mikront) a spravné naplnéni kolony je jednim z
rozhodujicich faktorl pro kvalitu separace latek. Hlavni podminkou je, aby kolona byla naplnéna
kontinualné a napln byla v celé své délce kompaktni bez jakychkoliv heterogenit. Moderni zafizeni
pro kapalinovou sloupcovou chromatografii se sklada z rezervoar( mobilnich fazi, davkovace vzorku,
kolony s chromatografickym materialem, cerpadel (popf. gradientového mixeru), detektoru méticiho
eluat — vytékajici mobilni fazi (spektrofotometr, refraktometr, hmotnostni spektrometr), jimace frakci
a vystupu analyzovanych dat (zapisovac, pocitac).

Charakteristickou veli¢inou pro kaZzdou separovanou latku je elu¢ni objem nebo elucni ¢as, oznacovany
Vg resp. tr. Elu¢ni objem predstavuje celkovy protekly objem mobilni faze od naneseni rozdélované
latky na kolonu po dosazeni maximalni koncentrace této latky v eludtu. Elucni cas je pak analogicky
doba od nastfiku po maximum eluéni krivky dané latky. Elu¢ni objem Vg mizZe byt jesté dale
charakterizovan jako soucet VR tj. skutecny elu¢ni objem a Vv mrtvy objem kolony.

Ve = Vg +Vy

Mrtvy objem kolony se da charakterizovat jako celkovy objem, ktery v koloné zaujima mobilni faze.
Experimentdlné se da urcit tak, ze se na kolonu aplikuje inertni |atka, kterd neni na koloné zadrzovana
Zadnymi silami a jeji elu¢ni objem se pak rovna mrtvému elu¢nimu objemu (Obr. 4).
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Obr. 4: Elucni profil pti sloupcové kapalinové chromatografii. Vv — mrtvy eluéni objem, Vg1 a Vrz eluéni
objemy latek 1 a 2.

Chromatografie na tenké vrstvé

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC, thin layer chromatography) se nejcastéji provadi u adsorpcni,
pfipadné u rozdélovaci a ionexové chromatografie. TLC se pouZiva predevsim pro analyzu zkoumané
smési, v mensi mife pak pro preparativni Gcely. Hlavni vyuziti ma TLC pfi separaci nepolarnich latek.
Pro TLC se pouZzivaji sypané vrstvy (napr. oxid hlinity, celulosa), které jsou vsak kvlli mechanické
stabilité méné vhodné nezZ vrstvy lité. Vrstva adsorbentu je nanasena na podlozku ve stejnomérné
vrstvicce pomoci sklenéné tycinky s gumovymi zarazkami (viz Obr. 5A)
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Obr. 5: Chromatografie na tenké vrstvé. A — Pfiprava sypané tenké vrstvy. B — Vyvijeni sypané vrstvy
v horizontdlni poloze: A - deska s vrstvou, B - rozpoustédl|o.

Lité vrstvy se pfipravuji ze suspenze stacionarni faze (napr. silikagel) a pojidla (napf. sadra).
Nejpouzivanéjsi jsou komeréné dostupné lité vrstvy Al,Os na hlinikové félii zndmé pod ndzvy Silufol
nebo Alufol. Cenové drazsi jsou vrstvy, kdy je jako nosic¢ pouzito sklo a na néj upevnén silikagel nebo
celulosa. S oblibou se pouZivaji i polymerni nosice s vrstvou polyamidu.

Vlastni provedeni TLC muZe probihat v nékolika usporadanich. Klasické je Sikmé usporadani, kdy je
deska s tenkou vrstvou umisténa do vyvijeci nddoby (chromatograficka komurka) asi pod uhlem 20
stupriCi a na dno nadoby je nalito rozpoustédlo (Obr. 5B). DilezZité je, aby chromatografickd komurka
byla uzaviena a atmosféra uvniti se mohla nasytit parami rozpoustédla. Pokud je deska umisténa v
komurce vertikalné, jedna se o chromatografii vzestupnou nebo sestupnou, v zavislosti na tom, zda je
rozpoustédlo umisténo dole nebo nahofe. Vzestupna chromatografie se provadi ve specialnich
komurkach, ve kterych Ize vyvijet i vice chromatogramu najednou. Pfi sestupné chromatografii se jako
nosic vétsSinou pouziva specialni chromatograficky papir (komeréné dodavany pod znackou Whatman),
ktery se zavési do nadobky s rozpoustédlem (viz Obr. 6A).

Obr. 6: Vyvijeci zafizeni pro vyvijeni. A —Zatizeni pro sestupnou papirovou chromatografii. B— Kruhové
vyvijeni papirové chromratografie.
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Je tfeba pfipomenout, Ze papirova chromatografie je zaloZzena na principu rozdélovaci chromatografie
na rozdil od vySe uvddénych chromatografii na tenkych vrstvach, které predevsim funguji na principu
adsorpcni chromatografie. Papirovd chromatografie ve vertikalnim usporadani se pak provadi vétsinou
jako kruhova. Doprostfed papiru se umisti knot, kterym vzlina rozpoustédlo, a kolem néj jsou nanaseny
vzorky, které pak migruji k okraji papiru (Obr. 6B).

Velkou prednosti chromatografie na tenkych vrstvach je velkd ¢asova Uspora, mald spotreba latek i
rozpoustédel, minimalni experimentalni zafizeni a snadné provedeni. JelikoZ pfi TLC a papirové
chromatografii nelze pfimo zjistit charakteristickou veli¢inu uddvajici mobilitu dané latky — elucni
objem, ¢i retencni ¢as jako u sloupcové chromatografie, pouziva se pro charakterizaci a identifikaci
Iatek jina veliCina, tzv. retencni faktor R:. Retenéni faktor uddva pomér vzdalenosti stfedu skvrny latky
od startu (Vm) k vzdalenosti ¢ela mobilni faze (Vg) tj. vzdalenost kam aZ doputuje mobilni faze.
14

Pfi separaci smési latek je pak vidy Zadouci provadét i chromatografii standardt v tomtéZ pokusu.
Identifikace je pak snadnéjsi. Pro kvantitativni vyhodnoceni je zapotfebi provést proméreni
jednotlivych skvrn pomoci denzitometru nebo vyskrabani i eluci jednotlivych skvrn a zméreni
koncentrace latek v eluatech.

Detekce latek pfi tenkovrstevné a papirové chromatografii se provadi riznymi zplisoby:

- pfima —skvrny barevnych latek jsou dobfe vidét pouhym okem (rostlinnda barviva);

- absorpce svétla v UV oblasti — pouziva se adsorbentu obsahujici fluoreskujici slozku, po
osvétleni UV svétlem deska fluoreskuje, akorat v mistech rozdélenych latek jsou vidét tmava
mista;

- fluorescence — nékteré latky po ozareni UV svétlem samy sviti napr. nékteré alkaloidy;

- specifické barveni — chromatogram se obvykle vyviji postfikanim néjakym specifickym
¢inidlem, které se separovanou latkou tvofi barevné produkty (napf. ninhydrin je specifické
¢inidlo na aminokyseliny se kterymi dava fialové-Cervené produkty);

- izotopové techniky — latky jsou oznacCeny radioaktivnimi izotopy a pfi vyhodnocovani se méfri
unikajici radioaktivita.
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UKOL C. 1: Gelova chromatografie proteinu s nizkomolekularni latkou

V této uloze budou od sebe pomoci gelové filtrace oddéleny hemoglobin a siran nikelnaty. Priibéh
gelové filtrace Ize dobre sledovat diky barevnosti obou latek, nikelnaté ionty jsou zelené, krevni barvivo
hemoglobin ma ¢erveno-hnédou barvu. Hemoglobin je sloucenina proteinu — globinu a prosthetické
skupiny —hemu, na ktery je vazano dvojmocné Zelezo. Molekula hemoglobinu je tetramer, to znamen3,
Ze se k sobé vaziou cCtyfi zakladni jednotky globinu s hemem. Celkovd molekulovd hmotnost tohoto
tetrameru (Cz932H4724Ng280s40SsFes) je priblizné 65000 Da.

LABORATORNi POMUCKY:

30 cm dlouha kolona na chromatografii Mikrozkumavky (1,5 ml, 5 ml)
Stojan a svorky na kolonu Pipeta, Spicky

Erlenmayerova barika (1000 ml) Kyveta plastova uzka
Peristalticka pumpa Stolni mikrocentrifuga
Odmeérny valec (50 ml) Spektrofotometr Lightwave Il
Kadinky Konduktometr

CHEMIKALIE A BIOLOGICKY MATERIAL:

Nabobtnaly Sephadex G-25
Hemoglobin
Siran nikelnaty

POSTUP:

A. Priprava vzorku
1. V mikrozkumavce smichejte 0,5 ml roztoku hemoglobinu a 0,5 ml roztoku siranu nikelnatého.
2. Do druhé mikrozkumavky napipetujte 1 ml destilované vody — pro vyvazeni centrifugy.
Centrifugujte na stolni mikrocentrifuze po dobu 5 min. Supernatant prepipetujte do Cisté
mikrozkumavky.

B. Gelova chromatografie
1. Sklenéna kolona o délce 30 cm naplnénd Sephadexem G-25 se nachazi v tésné blizkosti
pracovniho stolu — pracujte velmi opatrné, aby nedoslo k jejimu rozbiti!

POZOR: Nikdy nenechejte kolonu vyschnout!!! Dbejte na to, aby nad sloupcem gelu v
koloné bylo vidy alespon minimalni mnozZstvi vody.

2. Na horni polici pracovniho mista je umisténa Erlenmayerova barika naplnéna destilovanou
vodou, ktera je pres peristaltickou pumpu spojena pomoci gumové hadicky se Spuntem s

hornim Ustim kolony.

Béhem chromatografie hlidejte zasobnik s vodou, aby v ném bylo vidy dostatek vody,
vyhnete se tim nechténému vyschnuti kolony!
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10.

11.

12.
13.

Pod kolonu umistéte kddinku, do které bude voda odkapavat. Povolte kohout, kterym je
uzavien pratok vody v koloné, zapnéte peristaltickou pumpu. Kolonu nechejte 20 min
promyvat vodou.

KdyZ je kolona dostate¢né promyta vodou, zaviete kohout kolony, vypnéte peristaltickou
pumpu.

Pak opatrné kohoutem odpustte vodu ze sloupce gelu tak, aby se klesajici hladina vody
zastavila tésné nad zacatkem sloupce gelu. Kohout opatrné zavrete.

Napipetujte opatrné 950 ul vzorku na sloupec gelu a nechejte vsaknout. Pipetujte po obvodu
stény kolony.

Pod kolonu umistéte 100ml odmérny valec. Povolte opatrné kohout.

Po vsaknuti vzorku na sloupec kohout opatrné uzaviete, naneste 2x 1 ml vody, opatrné povolte
kohout a nechejte vsaknout. Totéz jesté jednou s vodou zopakujte. Naneste znovu 2x 1 ml vody
a teprve poté na kolonu opét zapojte hadi¢ku ze zasobniku, povolte kohout a spustte
peristaltickou pumpu — dle pokynt vedouciho cviceni.

Sledujte délici se latky na koloné jako dva barevné pruhy.

Dle pokyn( vedouciho cviéeni zacnéte jimat frakce do pfedem pfipravenych kalibrovanych
mikrozkumavek frakce po 1 ml.

Pokud i po odebrani 30 frakci stale vytéka z kolony barevny roztok, jimejte do dalSich zkumavek
aZz do okamziku, kdy uz eluat neni na prvni pohled zabarven.

Po ukonceni chromatografie nechte kolonu jesté 20 minut promyvat vodou.

Najimané frakce analyzujte.

C. Spektrofotometrické stanoveni hemoglobinu

Absorbance jednotlivych frakci budete stanovovat pomoci spektrofotmetru Lighwave Il pfi vinové
délce 410 nm, coz je vinova délka maximalni absorbance hemové skupiny hemoglobinu.

el A

Do spektrofotometru vkladejte pouze ocisténé a osusené kyvety.

Zapnéte spektrofotometr Lightwave II.

Zvolte moznost Application (1) a nasledné moznost Single Wavelenght (1).

Nastavte vinovou délku 410 nm. Potvrdte zelenym tlacitkem.

Nejprve je potfeba spektrofotometr vynulovat na blank, kterym je v tomto pfipadé voda. Do
kyvety nalijte opatrné ze stficky destilovanou vodu. Vlozte ji do spektrofotometru (smér
vloZeni kyvety do kyvetového prostoru konzultujte s vedoucim cviceni). Stisknutim modrého
tlacitka pFistroj vynulujete. Vodu z kyvety vylijte.

Promérte absorbance vsech frakci. Po zméreni vzorky nevylivejte do odpadu, ale prelévejte je
zpét do mikrozkumavek, budou pouzity v dalsim stanoveni. Mezi jednotlivymi vzorky kyvetu
proplachujte destilovanou vodou ze stficky.

D. Konduktometrické stanoveni nikelnaté soli

Obsah nizkomolekularni latky — nikelnaté soli budete detekovat diky faktu, Ze pfitomnost
jakychkoliv iontli zvysuje vodivost roztoku. Pomoci konduktometru promérte vodivost vSech
frakci dle nasledujiciho postupu:

1.

Do konduktometrické cely prelijte méreny vzorek a dopliite destilovanou vodou po rysku 20
ml.
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2. Do cely ponoftte ¢idlo konduktometru a na displeji odec¢téte hodnotu vodivosti v uS-cm™. Mezi
jednotlivymi mérenimi vzdy oplachnéte ¢idlo konduktometru destilovanou vodou!

VYHODNOCENI:

1. Sestrojte chromatogram zavislosti elu¢niho objemu na absorbanci pfi 410 nm a vodivosti.
Vyznacte maxima jednotlivych sloZek, slozky oznacte.

2. Na koloné naplnéné Sephadexem typu G-200 délime smés cytochromu c, riboflavinu a
pepsinu. Ktera latka bude z kolony vytékat jako prvni, druha a treti?

UKOL C. 2: Chromatografie karotenoid( z papriky na tenké vrstvé

Rostliny obsahuji mnoho rGznych latek schopnych absorbovat zareni ve viditelné oblasti spektra
elektromagnetické slunecni radiace. Souborné se tyto latky oznacuji jako barviva ¢i pigmenty, protoze
plsobi zbarveni rostlin. Chemicky i funkéné jsou barviva velmi rliznoroda. Jejich spole¢nym a
charakteristickym rysem je vétsi pocet konjugovanych dvojnych vazeb v molekule. Chemicky tyto latky
patfi nejcastéji do skupiny cyklickych nebo linearnich tetrapyrol(, karotenoidl a flavonoidu.

Karotenoidy (Obr. 7) jsou rostlinna barviva rozpustna v tucich v pfirodé hojné zastoupend ve vsech
rostlinnych druzich, obvykle zbarvena Zluté, oranZové a ¢ervené. Nékteré typy karotenoid( Ize nalézt i
v Fisi Zivocisné, davaji naptiklad charakteristické zabarveni plamenakd, kanark(, rakll nebo treba
slunécka sedmitecného. Z chemického hlediska je lze fadit do skupiny terpenoidl, tzn. latek
odvozenych od izoprenové podjednotky. PouzZivaji se pfedevsim jako nezavadna, pfirozend barviva v
potravinarském a kosmetickém primyslu. V rostlinném organismu jsou nezbytné pro rlst a
fotosyntézu, pro ¢lovéka pak jsou nezastupitelnym zdrojem vitaminu A, jehoz jsou prekurzorem. V
soucasné dobé se také hovofi o jejich schopnosti snizovat néktera rizika rakoviny, hojné se vyuzivaji
také jako antioxidanty zachycujici pro organismus nebezpecné volné radikaly.
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Obr. 7: Nejznaméjsi typy karotenoidu.

51



Extrakt z papriky (Capsicum annum) obsahuje 37 — 54 pigmentl (pocet zavisi na zpUsobu izolace), z
toho vétsina z nich je na bazi karotenoidl (Obr. 7). Hlavnim pigmentem papriky je cerveny kapsantin a
kapsorubin, Zluto-oranzovy beta-karoten, Zluté luteiny a xantofyly. Karotenoidy z papriky budete
chromatografovat v nepolarnim benzenu. Mobilita jednotlivych molekul zavisi na jejich polarité, tzn.

predevsim na poctu hydroxy- skupin.

LABORATORNi POMUCKY:

Sklenéna vana

Mala sklenéna deska

Velka sklenénd deska
Sklenéna tycinka s gumickami
Odmeérné valce (10 ml, 250 ml)
Treci miska s tlou¢kem
Automaticka pipeta s rozsahem 20-200 pl
Kadinka (50 ml)

Sklenéna nalevka

Filtracni papir

Filtra¢ni kruh

Laboratorni stojan

CHEMIKALIE A BIOLOGICKY MATERIAL:

Cervena paprika

Oxid hlinity pro chromatografii
Benzin

Benzen

POSTUP:

Odparovaci miska
Umeélohmotné zatky
Vazenka
Spachtle/I%i¢ka
Predvazky

Petriho miska
Filtracni papir

Tuzka, nlzky, pravitko
Petriho miska

Silufol

Polystyrenovy kruh
Vodni lazen (v digestofi)

POZOR: Pracujete s karcinogennim benzenem. Chrarite se rukavicemi a pracujte v digestofi!

Odvazte 1 g suché papriky a ve treci misce jej rozetfete s 10 ml smési benzin-benzen (4:1).
Karotenoidy spole¢né s dalSimi latkami pfejdou do rozpoustédia.

Extrakt odfiltrujte pres hladky suchy filtr do kadinky. Pozor: veskeré sklo musi byt dokonale suché!
Na vodni lazni zfiltrovany extrakt odparte do sucha a odparek rozpustime v 1 ml ¢istého benzinu.
Pfiprava sypané tenké vrstvy: mensi sklenénou desticku si polozte na stlll a na jeden z jejich koncl
nasypte hromadku oxidu hlinitého uréeného pro chromatografii.

Pak opatrné sklenénou tycinkou na konci s gumickami projedte po celé délce skla, tak, aby se na
jeho povrchu vytvofila jednolita vrstva oxidu hlinitého.

Desticku opatrné chytnéte za hrany a preneste do ploché sklenéné vany, na jejiz jeden konec jsou
poloZené dvé umélohmotné zatky (viz Obr. 2).

Desticka je umisténa Sikmo pod Uhlem asi 20°. Asi centimetr od spodniho okraje naneste jako
souvislou ¢aru na sypanou vrstvu extrakt z papriky v délce okolo 3 centimetr(. Vzorek nanasejte
automatickou pipetou.

Na dno nadoby nalijte Cisty benzen tak, aby zacal vzlinat po desti¢ce nahoru. Nadobku prekryjte
velkym sklem.

Chromatogram nechte vyvijet a sledujte rozdélovani jednotlivych barviv.
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10. Stejny vzorek extraktu z papriky rozdélte vzestupnou chromatografii na vrstvé silufolu.

11. Z folie silufolu si odstfihnéte pruh asi o Sifce 1-1,5 cm. Silufol stfihejte v rukavicich, abyste ho
zbytecné neznedistili.

12. Asi1cm od jednoho konce folie opét naneste vzorek. Pruh silufolu umistéte do odmérného valce,
na jehoz dno jste nalili mobilni fazi — benzen. Dbejte na to, aby hladina rozpoustédla nezasahovala
do naneseného vzorku.

13. Vdlec uzavrete prevracenou kadinkou a nechte chromatogram vyvijet.

14. Jakmile rozpoustédlo doputuje na horni konec folie, chromatogram vyjméte a nechte na vzduchu
oschnout.

VYHODNOCENI:

1. Porovnejte u¢innost obou provedeni tenkovrstevné chromatografie a rozhodnéte, které déleni je
lepsi.

2. Vyvinuty chromatogram na silufolu vyfotte do protokolu a podle barvy jednotlivych pruhi se
pokuste urcit, o které karotenoidy jde. V potaz berte i polaritu jejich molekul.

3. Vypoctéte retencni faktory pro jednotliva barviva z chromatografie na silufolu.
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4. Elektromigracni metody

Elektromigraéni metody jsou metody, které se vyuzivaji k separaci makromolekul na zakladé ndboje,
konformace nebo velikosti. Migrace nabité Castice v elektrickém poli je ovliviiovana interakci mezi
ionty a zavisi predevsim na celkovém naboji, velikosti a tvaru ¢astice a viskozité prostredi.

Elektromigracni metody vyuZivaji dvou elektrokinetickych jevll — elektroforézy a elektroosmazy. Pfi
dotyku pevnych povrchi, které mohou nést elektrické naboje, s roztokem obsahujicim nabité castice
(ionty) se vytvafi elektrické dvojvsrtvy. V elektromigracnich metodach je na toto prostredi pfipojeno
stejnosmérné elektrické pole, které porusi rovnovahu v rozloZzeni nabojli a vyvola tak jejich pohyb.
Principem separace slozek je rozdilna rychlost jejich migrace, nebot nabité ¢astice riznych slozek se
v urcitém prostredi liSi svou elektroforetickou pohyblivosti.

Elektroforéza tedy spociva v migraci elektricky nabitych castic ve stejnosmérném elektrickém poli,
které se vytvori vloZzenim konstantniho stejnosmérného napéti mezi elektrody. V zénové elektroforéze
je prostfedi mezi elektrodami tvofeno zakladnim elektrolytem (roztok obsahuijici ionty), ktery zajistuje
dostatecnou elektrickou vodivost celého systému, pricemz zkoumany vzorek je ddvkovan v urcitém
misté tohoto systému. Kationty (kladné nabité ionty) migruji k zaporné nabité elektrodé (katodé),
anionty (zaporné nabité ionty) migruji ke kladné nabité elektrodé (anodé), neutralni castice se
nepohybuji. V pribéhu separace se vytvareji oddélené zény (odtud nazev zénova elektroforéza) na
zakladé odlisné rychlosti migrace slozek vzorku.

Elektroforeticka pohyblivost

Elektroforeticka pohyblivost e nabité ¢astice je rychlost jejiho pohybu v elektrickém poli o jednotkové
intenzité E°. Pokud jsou na zadatku separace ¢astice v jednom misté, dostavaji se b&hem separace
dopredu nabité cCastice s vyssi pohyblivosti, Castice s nizsi pohyblivosti se opozduji.

Na nabitou ¢dstici o ndboji Q pusobi v elektrickém poli o intenzité E dveé sily — elektricka sila F,, ktera
Castici uvadi do pohybu, a odpor prostiedi F,, ktery ¢astici v pohybu brzdi (viz Obr. 1). Tyto sily definuji
vztahy:

F1=QE,
F2=k'V.

Koeficient k zavisi na tvaru a velikosti ¢astice a na viskozité prostfedi n.

54



ml

Obr. 1: Sily ptisobici na nabitou ¢astici ve stejnosmérném elektrickém poli. F; — elektricka sila, F, —
odpor prostredi.

V pocateénim okamziku je rychlost ¢astice v nulova, proto sila F1 uvede ¢astici do pohybu. S rostouci
rychlosti v se sila F, zvétsuje, dokud se nevyrovna sile F;. Nastane staciondrni stav, ve kterém se nabité
¢astice pohybuji konstantni rychlosti a plati:

F1:F2—)Q'E:k‘\}.
Pro elektroforetickou pohyblivost je pak platny vztah:

v_Q
Me= E = E
V roztocich slabych elektrolytl vedle sebe koexistuji disociované a nedisociované molekuly, pficemz
podil nabitych ¢astic je uréen stupném disociace a, ktery je definovan vztahem:

ni
a=—,
Nio
kde: nip... poCatecni latkové mnozstvi jesté nedisociovanych molekul
n; ... ldtkové mnozstvi disociovanych molekul.

Stupen disociace tedy mulZe nabyvat hodnot <0;1>. Molekula elektrolytu vykazuje efektivni
elektroforetickou pohyblivost danou soucinem a‘.. Disociaci slabych kyselin a zasad Ize ménit volbou
pH prostredi a tim také ovlivnit separaci téchto latek.

Elektroforéza v biologickych védach

V souc€asné dobé se biochemicky, molekuldrné-biologicky a biotechnologicky vyzkum bez této
elektromigracni separacni techniky neobejde. Nejcastéji je v téchto odvétvich vyuzZivdna gelova
elektroforéza, ktera slouzi k izolaci a analyze nukleovych kyselin nebo protein(.

Jako nosice se Casto vyuZivaji agarosové nebo polyakrylamidové gely. U téchto gell je mozné ovlivnit
velikost pérl a tim dosahnout déleni nejen z hlediska rozdilné elektroforetické pohyblivosti, ale také
na zakladé velikosti molekuly.
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Agarosové gely jsou vhodné zvlasté pro separaci molekul nukleovych kyselin o velikosti 100 az 50 000
part bazi. Agarosa je polysacharid pochazejici z morskych fas, ktery sestava ze stfidajicich se
galaktosovych a 3,6-anhydrogalaktosovych podjednotek (viz Obr. 3). Velikost poérl je zde ovlivnéna

koncentraci agarosy v gelu.
OH OH o
@]
H
HO ©
n

OH

Obr. 3: Molekula agarosy.

Polyakrylamidové gely jsou vyuZivany spiSe pro separaci molekul proteinl. Tyto gely vznikaji
polymeraci akrylamidu (AA) a N,N"-methylenbisakrylamidu (BIS) (viz Obr. 4), ktera je zahajena volnymi
radikaly vzniklymi pfi rozkladu persiranu amonného (APS). Do smési je vidy pridavan stabilizator
volnych radikald TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethlendiamin). Fyzikalni vlastnosti gelu a velikosti pord
jsou zde dany podilem polyakrylamidu a stupném zesitovani (linearni retézce vznikaji spojovanim
monomerl AA, pfi¢né vazby mezi nimi jsou tvoreny BIS, stupen zesitovani ovliviiuje tedy pomér
AA/BIS).

H H H H H
c__0O C N N C lvakrvlamid
& ~ N N —>» polyakrylami
neZ F tuc? Y T Y S,
NH, o H
akrylamid N,N’-methylenbisakrylamid

Obr. 4: Schématické znazornéni vzniku polyakrylamidového gelu.

Podle polohy gelu v elektroforetické aparature se rozlisuje:

- elektroforéza v horizontalnim usporadani (Obr. 5A),

- elektroforéza ve vertikalnim usporadani (Obr. 5B).
Dale mohou mit tyto elektroforetické aparatury deskové nebo kapilarni uspotradani, kdy je gel uzavien
uvniti tenké kapilary.

Obr. 5: Usporadani elektroforetickych aparatur. A — horizontdlni usporadani; B — vertikalni
usporadani.
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Elektroforéza DNA

PFi posuzovani elektroforetické pohyblivosti molekuly DNA neni tfeba se zabyvat velikosti ndboje,
protoZe ten je v molekule rovhomérné rozlozen diky fosfatovym zbytk(im. Elektroforéza nukleovych
kyselin je vyhodnou metodou pfi studiu konformace molekul DNA. Superhelikdlni molekuly DNA
(molekuly DNA s nadsroubovicovym vinutim) vykazuji v gelové elektroforéze vyssi elektroforetickou
pohyblivost oproti linedrni nebo kruhové konformaci. Jednotlivé konformace molekul DNA jsou
predstaveny na obrazku 6. Jak jiz bylo zminéno, koeficient k je zavisly na tvaru molekuly, diky tomu se
odlisny tvar molekuly projevi v elektroforetické pohyblivosti. Dale pak je mozné tuto metodu vyuzit ke
stanoveni molekulové hmotnosti nebo délky molekuly DNA porovnanim jeji elektroforetické
pohyblivosti s elektroforetickou pohyblivosti standardu, kterym byva smés fragmenti o presné znamé
velikosti a hmotnosti.

JelikoZ jsou molekuly DNA okem neviditelné, je tfeba vysledek separace néjak zobrazit. Vyuziva se zde
moznosti barveni molekul interkala¢nimi barvivy, kdy se barvivo vmezefuje mezi sousedni pary bazi
DNA sroubovice. Takovymi barvivy jsou napfiklad ethidium bromid (pozor, potencidlni silny mutagen),
SyberGreen nebo GelRed. Po ozareni separované DNA obarvené ethidium bromidem pod UV lampou
se DNA jevi jako oranzové prouzky, jejichz intenzita je pfimo umérna koncentraci DNA. Molekuly DNA
mohou byt znaceny taky radioaktivné, potom nasleduje detekce autoradiograficka. V pfipadé pouziti
polyakrylamidového gelu je DNA vizualizovana barvenim stfibrem (roztok AgNOs).

Obr. 6: Konformace molekul DNA.
A — kruhova molekula DNA; B — linearni molekula DNA; C — superhelikalni molekula DNA

Elektroforéza proteint

Gelova elektroforéza ma v biochemii uplatnéni pfi stanoveni molekulové hmotnosti protein(,
stanoveni izoelektrického bodu, detekci enzymové aktivity, stanoveni izoenzymovych spekter nebo
k separaci biologicky aktivnich molekul.

Elektroforéza proteinli mize probihat bud' v nativhim, nebo v denaturujicim prostredi. Nativni gelova
elektroforéza ma tu vyhodu, Ze nedochazi k degradaci proteinli a enzymy si zachovavaji svou
enzymovou aktivitu. Molekuly protein(i zde migruji v zavislosti na velikosti celkového naboje, velikosti
a tvaru molekuly. Naopak pfi poufZiti detergent dochazi k denaturaci protein(. Jako detergenty jsou
pouzivany dodecylsulfat sodny (SDS) a B-merkaptoethanol, které rozrusu;ji disulfidické vazby proteind,
které tak ziskaji ty¢inkovity tvar, proteiny maji stejnou hustotu povrchového naboje a rychlost migrace
potom zavisi pouze na molekulové hmotnosti (velikosti) proteinu.

Vizualizace protein( v gelu se provadi nejcastéji barvenim pomoci barviva Coomassie Brilliant Blue
v roztoku methanolu a kyseliny octové nebo je mozné proteiny barvit stfibrem.
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Potravinarska barviva

Potravinarska barviva maji dllezitou roli ve vnimani a o¢ekavani spotiebitele. Napfiklad pti konzumaci
fialového bonbonu oéekava chut hroznového vina, pfi konzumaci ¢erveného napoje je ocekavana
jahodova chut apod.

Barviva mohou byt ptirodniho plvodu nebo mohou byt dodavana barviva synteticky pfipravena.
Pfirodni barviva mohou pochazet napriklad ze Safranu (Zlutd barva), ¢ervené rfepy (Cervend barva),
Spenatu (zelend) atd.

V minulosti se dalsi barvy ziskavaly pfidavkem anorganickych soli, mezi které patfily napfiklad chroman
olovnaty PbCrO, (zluta barva) nebo sulfid rtutnaty (¢ervena barva — rumélka). Pouzivani téchto barviv
pro potravinarské ucely nebylo dlouhou dobu regulovano, dokud roku 1820 nevysla kniha Fredericka
Accuma s ndazvem A Treatise on Adulterations of Food, and Culinary Poisons, kde se na poufziti téchto
nebezpecnych barviv zaméfil. Objevil napfiklad jiz zminény chroman olovnaty v kajenském pepfi a
syrech nebo siran médnaty v naklddanych okurkach.

Roku 1856 anglicky chemik William Henry Perkins omylem béhem pokusu o syntézu chininu (lék proti
maldarii) pfipravil prvni organické barvivo s nazvem ,mauvein” (methylova violet, Perkinova violet).
Jedna se o anilinové barvivo a zdrojem pro jeho pfipravu byl uhelny dehet.

Dnesni barviva jsou taktéz derivaty pripravené z kamenouhelného dehtu, pfipadné z ropy. Seznam
nejcastéji pouzivanych barviv shrnuje tabulka 1.

Tab. 1: Pfehled vybranych potravinarskych barviv.

Relativni Velikost
Barvivo Barva Oznaceni | molekulova | naboje | Pozn.
hmotnost | pfi pH=8
Gvod: vysuSena téla
Kosenila (karmin) cervena E 120 492,38 N/A E’ ¥ L,
cervce nopalového
. , Y L . potravinarska modr 2;
Brilantni modf FCF jasné modra E 133 792,86 -2
uh. dehet
N " B} potravinarskd modr 1;
Indigotin tmavé modra E 132 466,36 -2
uh. dehet
travinarska ¢ n17;
Erythrosin cervenad E 127 879,86 -1 potravinarsika cerven
uh. dehet
travinarska Zlut 4 (5);
Tartrazin citronové Zluta E 102 534,37 -3 potravinaFskd zut 4 (5)
uh. dehet
. travinafska Zlut 3 (6);
Zlut SY oranzova E 110 452,37 -2 potravindrska zlut 3 (6)
uh. dehet
x travinarska ¢ 1N 40;
Cerven Allura AC cervena E 129 496,43 -2 potravinarsia cerven
uh. dehet a ropa
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Obr. 7: Chemické struktury vybranych potravinarskych barviv. A —Tartrazin (E 102); B — Brilantni modf
FCF (E 133); C— Zlut SY (E 110); D — Cerveni Allura AC (E 129).

UKOL C. 1: Gelova elektroforéza potravinarskych barviv

LABORATORNi POMUCKY:

Kadinky (25 ml, 150 ml, 1000 ml) Lzicka/Spachtle

Automatické pipety, Spicky Predvazky

Mikrozkumavky + stojanek Mikrovinna trouba

Erlenmeyerova barika (100 ml) Aparatura pro agarosovou elektroforézu
Odmérné valce (25 ml, 100 ml, 1000 ml) Zdroj konstantniho napéti

Vazenka

CHEMIKALIE A MATERIAL:

Bonbony Skittles

Extrakéni pufr (Tris/acetatovy pufr pH=8.0)
Agarosa

50x TAE pufr

POSTUP:
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A. PF¥

1.
2.
3.

iprava vzorku

Do kadinek vlozte 1 az dva bonbony Skittles jednotlivych barev.

Do kadinek napipetujte 500 ul extrakéniho pufru.

Z bonbonl se bude postupné uvolfiovat barvivo, uvoliovani muzZete urychlit obcasnym
promichanim.

Barvivo extrahujte do doby, nezZ je na povrchu bonbonu pouze bild cukerna vrstva a ptipraveny
roztok barviva je dostatecné syty (barevny).

Do popsanych mikrozkumavek napipetujte extrahovana barviva.

B. Priprava agarosového gelu

1.

Sestavte si aparaturu pro gelovou elektroforézu v horizontalnim uspofadani dle pokyni
vedouciho cviceni.

Naredte si potfebné mnozstvi 50x koncentrovaného TAE pufru. Na pripravu gelu budete
potiebovat 80 ml 1x koncentrovaného TAE pufru, na elektroforézu 700 ml 1x koncentrovaného
TAE pufru. Postup redéni konzultujte s vedoucim cviceni.

Tab. 2: Redéni zasobniho roztoku 50x koncentrovaného TAE pufru.

Finalni objem 1x koncentrovaného TAE pufru 80 ml 700 ml

50x koncentrovany TAE pufr [ml]

Destilovana voda [ml]

Vypoctéte navazku agarosy, tak aby jeji koncentrace v gelu byla 1 %. Vysledek konzultujte
s vedoucim cviceni.

NavaZenou agarosu preneste do Erlenmeyerovy bariky, pfilijte odpovidajici mnoZstvi 1x TAE
pufru a opatrné promichejte krouzivym pohybem bariky.

Dle pokyn( vedouciho cvic¢eni sestavte elektroforetickou kom(rku.

Agarosu je tfeba rozpustit zvySenou teplotou. Erlenmeyerovu banku s agarosou tedy vlozte do
mikrovinky, kterou budete poustét na velmi kratké ¢asové intervaly. Bariku je béhem zahfivani
nutné casto promichat. Pozor, pouzZivejte ochranné rukavice! Agarosa béhem zahtivani casto
vzkypi a z baniky vytece ven, zvlasté v takto malém objemu. Budte obezietni a pfi kazdém
naznaku varu, mikrovinku okamzité vypnéte. Pokud by se stalo, Ze agarosa pretece z barky
ven, je tfeba cely prostor mikrovinky vycistit a agarosu pfipravit znovu.

Agarosu nalijte do elektroforetické komurky, vloZzte hiebinek a nechejte ptiblizné 20 min
tuhnout.

C. Elektroforéza potravinarskych barviv v agarosovém gelu

1.

Béhem tuhnuti agarosového gelu navrhnéte zplsob pripojeni elektroforetické vany ke zdroji
stejnosmérného napéti tak, aby barviva po pfipojeni napéti putovala gelem spravnym
smérem.
Elektrody maji zavedené nasledujici znaceni:

e Cervend —anoda (kladny ndboj)

e (Cerna - katoda (zaporny naboj)
ZdUvodnéte navrh zapojeni s ohledem na Udaje uvedené v Tab. 1.
Ztuhly agarosovy gel vloZte do elektroforetické komurky, do komdrky nalijte 1x
koncentrovany TAE pufr tak, aby byl agarosovy gel pIné ponotren, nebo po vyznacenou rysku.
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Opatrné tahem nahoru vyndejte hiebinek, ktery vytvoril jamky pro naneseni vzorkd.

Do jamek pipetujte 20 ul vdmi extrahovanych barviv. Pipetujte pomalu, dejte pozor, at dno
jamky nepropichnete $pickou pipety. Poradi barviv si zapiste nebo vyfotte.

Na elektroforetickou komurku nasadte viko, pfipojte elektrody ke zdroji napéti.

Zapnéte zdroj napéti a nastavte konstantni napéti 45 V. Spustte elektroforézu a nechejte ji
béZet zhruba 20 min. Pribézné kontrolujte pribéh elektroforézy.

Po fadném rozdéleni barviv vypnéte zdroj napéti, sundejte viko. Gel pfeneste na podlozku a
vyfotte si jej.

VYHODNOCENI:

1.

Bonbony Skittles se barvi pomoci nasledujicich barviv — E162, E163, E170, E160a, E100, E132,
E133. Pokuste se pfiradit tato barviva jednotlivym pruhlim na agarosovém gelu.

Ktera z barev se pohybovala v gelu nejrychleji, ktera se pohybovala nejpomaleji? Zdivodnéte.
U nékterych barviv se mohou objevit dva pruhy rdiznych barev. Cim tuto skuteénost vysvétlite?
Jak by se v agarosovém gelu pohybovala kladné nabitd molekula a molekula bez naboje?
Vysvétlete.
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5. Extrakce, filtrace, sublimace a prace s vakuovou odparkou

Extrakce

Jako extrakce je oznacovano prevedeni latky z jedné faze, v niz je rozpusténa nebo suspendovana, do
faze jiné. Toto pfevedeni je mozné, nebot latka se v uréitém poméru rozdéli mezi obé faze. Distribuce
rozpusténé latky mezi dvé kapalné faze se fidi Nernstovym rozdélovacim zakonem:

fa _ g

Cp
Podle néj je pomér koncentraci urcité latky ve dvou vzdjemné nemisitelnych kapalinach (oznacenych
,a“a,b") pri urcité teploté a po dosazeni rovnovahy konstantni. K se nazyva rozdélovaci koeficient.

Extrakce latky je snadnd tehdy, jestlize je v extrakénim rozpoustédle mnohem |épe rozpustna nez
v druhé fazi — Cili je-li rozdélovaci koeficient znacné odliSny od jednic¢ky. Pro Iatky s rozdélovacim
koeficientem mensim nez 100 jedina extrakce nestadi. V takovém pripadé je nutno extrakci vicekrat
opakovat s ¢erstvym rozpoustédlem.

Pro jednotlivé typy extrakce se historicky vyvinula nékterd oznaceni, kterd budou spolecné se
struénymi definicemi uvedena:

A. Digesce
Latka v pevné fazi je za tepla extrahovana opakovanou davkou rozpoustédla. Nej¢astéji se tuha
latka zahriva spolecné s rozpoustédlem pod zpétnym chladi¢em a smés je poté filtrovana nebo
dekantovana. Nejcastéji se pouZiva Soxhletlv pfistroj, v ném? je extrakt stale zahustovan.
Pristroj pracuje automaticky. Ve varné barice je rozpoustédlo, pozdéji jiz roztok, které se
odparuje a jeho pary odchazeji Sirokou trubici na levé strané stredniho dilu pfistroje (Obr. 1A)
do zpé&tného chladice. Zde dochazi k jejich kondenzaci. Cisté rozpoustédlo stéka do papirové
patrony, v niZ je umistén extrahovany material. Hladina roztoku ve stfedni ¢asti pfistroje
neustale stoupa. V okamziku, kdy jeji vySka dosahne urovné horni ¢asti tenké prepadové
trubicky, dojde k jejimu preteceni zpét do varné banky. Tak je moZno vyextrahovat znacné
mnozstvi latky s malym mnoZstvim rozpoustédla.

B. Macerace
Latka v pevné fazi je za studena opakované extrahovana davkami rozpoustédla.

C. Perkolace
Latkou v pevné fazi prosakuje vlastni tihou rozpoustédlo. Pfivodem cCistého rozpoustédla je
hladina kapaliny v perkolatoru (Obr. 1B) udrZovéna stéle ve stejné vysi. To zabezpecuje, aby
na extrahovany material v hornich vrstvach prichazelo stale nové rozpoustédlo.

D. Vytrepavani
Latka je z roztoku extrahovana jednou davkou rozpoustédla nebo opakované dalSimi davkami
(frakéni vytfepavani). Vytfepdvani se provadi tak, Ze vodny roztok, nebo méné casto suspenze
latky, se smisi v délici nalevce s pfiblizné ¥-% objemu extrakéniho Cinidla. Délici nalevka smi
byt naplnéna nejvyse do % objemu. Nejdfive je tfeba délici nalevku uzavfit zabrusovou zatkou
a protrepat, pficemz je nutné drZzet zatku i kohout. Pak se délici nalevka otoci vypoustéci
stopkou vzh(iru a otevienim kohoutu se zrusi vznikly pretlak. Tfepani a odpousténi tlaku se
opakuje obvykle 3-4 x. Pfi praci s kyselinami, zdsadami ¢i jinymi Ziravinami je nutné pouZivat
ochranné pomicky! Jednotlivé faze se vétsinou oddéli po chvili stani. Spodni vrstva se vypousti
kohoutem, horni se odléva hrdlem délici nalevky.
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Jednim vytfepdanim extrakéni vytézky byvaji vétSinou nizké, v optimalnim pripadé odpovidaji
Nernstovu rozdélovacimu zakonu. Extrakci je proto potfeba provést vidy nejméné 3-4 x.
Uginnéji je vidy opakovanda extrakce men$im mnoZstvim rozpoustédla ne? extrakce celym
mnozstvim najednou.

Nejcastéji pouzivana extrakéni ¢inidla jsou:

e LehcineZz voda: diethylether, benzen, hexan, ethylacetat
e TéZzsi nez voda: methylendichlorid, chloroform, chlorid uhlicity

& 'J
L ~
>
«\\,é*
Iz e
] )i 1§
A B

Obr. 1: Extrakéni aparatury. A — Soxhletiyv pfistroj, B — perkolator.

Filtrace

Filtrace je oddélovani fazi pomoci propustného materialu, ktery dovoluje prichod pouze jedné z obou
fazi. Obycejné se pod pojmem filtrace rozumi oddélovani pevné faze od kapaliny nebo plynu. Filtrace
je v laboratoti velice béZnou operaci. Nejcastéjsi je filtrace kapalin, provadéna bud' za ic¢elem zbaveni
kapaliny mechanickych necistot, nebo k izolaci pevné slozky, napt. pfi krystalizaci.

Filtra¢ni material je uréovan chemickym charakterem filtrovaného roztoku. Muze to byt neklizeny, tzv.
filtracni papir nebo i pdérovitd sklenénd nebo porceldnova frita, vrstva azbestu nebo skelné vaty apod.
Rychlost filtrace zavisi na plose a vlastnostech filtracniho prostiedi, na poctu a velikosti porQ, na tlaku
a teploté pfi filtraci, na povaze srazeniny i na viskozité filtrované kapaliny.

Zakladni pomckou pfi filtraci je filtracni nalevka, do niZ se vklada vhodné sloZeny papirovy filtr.
Filtracni papir je vyrabén srdznou velikosti pora. Filtr se zhotovuje ze ctverce filtracniho papiru
sloZzeného pravouhle na ctvrtiny a sestfizeného do tvaru kruhové vysece (Obr. 2). Rozevienim takto
upraveného papiru vznika kuzelovy filtr, ktery je z jedné poloviny trojnasobny a z druhé jednoduchy.
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Tento tzv. hladky filtr (Obr. 2A) filtruje pouze Spickou a pomérné pomalu. Rychleji pracuje filtr
skladany, nazyvany téz francouzsky (Obr. 2B). Pfipravi se z kruhové vysece, kterd je véjitovité
prekldadana smérem od stfedu k obvodu. Pfi sklddani francouzského filtru je nutno dbat, aby pfi
nékolikerém prekladani nedoslo k poskozeni filtru ve Spicce. Je proto nezbytné, aby jednotlivé zahyby
neprochdzely jednim bodem. Pfed vlozenim do ndlevky se doporucuje slozeny filtr rozevtit a obratit
tak, aby pGvodné vnéjsi sténa filtru tvofila vniténi sténu. Tim je moZné predejit znecisténi filtratu vidkny
papiru uvolnénymi béhem skladani a necistotami z rukou. Skladany filtr se opird o stény nalevky jen
hranami, a proto filtruje témér celou svou plochou na rozdil od hladkého filtru, ktery filtruje jen
Spickou. Filtrace francouzskym filtrem je podstatné rychlejsi nez filtrace hladkym filtrem téhoz
priméru.

S
€¢

Obr. 2: MoZnosti skladani filtra. A — hladky filtr; B — skladany (francouzsky) filtr.

Nalevka s filtrem se vklada do filtracniho kruhu pfipevnéného na Zelezném stojanu. Pod ni je umisténa
kadinka pro zachycovani filtratu. Stonek nalevky se pfi filtraci dotyka Spickou svého Sikmo sefiznutého
stonku stény kadinky pfriblizné ve dvou tretinach vysky (Obr. 3), filtrat pak klidné stéka po sténach
nadoby a nevystfikuje. Pfi filtraci nalévame roztok na filtr po sklenéné tycince, ktera se ve vhodném
Uhlu pfiblizi sténé filtru. Proud kapaliny je vidy tfeba sméfovat proti mistu, kde je papirova vrstva
trojita. Snizi se tim nebezpecdi protrzeni filtru. Filtr se pIni vidy nékolik milimetr( pod okraj. P¥i filtraci
srazeniny je vhodné ji nechat usadit u dna kadinky a na filtr nejprve nalévat Ciry matecny roztok, ktery
rychle protékad jeSté nezanesenym filtrem. Teprve nakonec se ve zbytku kapaliny rozvifi sraZenina a vSe
se nalije na filtr.

PFi promyvani srazeniny nafiltru se sedlina nejprve pomoci stficky spldchne do spodni ¢asti filtru. Proud
vody je tfeba fidit od okraje filtru k jeho Spicce. Promyvani se provadi tak dlouho, az je reakce filtratu

/////

filtratu.

Pro horké roztoky, u nichz hrozi, Ze se pfi ochlazeni ¢ast rozpusténé Iatky vylouci na filtru a ucpe jeho
péry je nutno pouzivat nalevky s vyhfivanym plastém. Plast mlzZze byt vyhfivan horkou vodou nebo
elektricky. Jednoduse je mozno improvizovat filtraci za horka nalevkou se sefiznutym stonkem, ktera
je poloZena na hrdle kadinky. Plast nalevky je pak pfimo vyhfivan parami vrouciho roztoku.
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Obr. 3: Aparatura pro filtraci za normalniho tlaku.

Filtraci je moZno podstatné urychlit pouzitim snizeného tlaku, odsavanim vzduchu v prostoru pod
filtrem. Pro filtraci za snizeného tlaku se pouZivaji Biichnerovy nalevky, sklenéné nebo porcelanové
nuce a filtracni kelimky. Nejjednodussi zafizeni pro filtraci za snizeného tlaku je Bliichnerova ndlevka
s odsdvaci barikou. Dno Blichnerovy nalevky je jemné dirkované, na néj se poklada filtracni papir tak,
aby viechny otvory byly zakryty a papir neprecnival podél stén ndlevky vzh(lru, ponévadz by vzniklymi
kanalky prochazel filtrovany roztok do odsdvaci banky. Nalevka je v odsavaci barice upevnéna pryzovou
vloZzkou nebo zatkou. Mezi odsavaci banku a vyvévu je vhodné umistit pojistnou lahev (prazdnou
promyvacku), kterad zabranuje vniknuti vody z vyvévy do odsdvaci barnky nebo roztoku do vyvévy.
Vniknuti vody do odsavaci banky se zabrani tak, Ze se barika odpoji od vyvévy pfed zastavenim toku
vody ve vodni vyvévé.

Pti filtraci latek reagujicich s filtracnim papirem (koncentrované kyseliny, KMnQ,4 apod.) se pouzivaji
sklenéné frity, kde funkci filtracniho papiru zastava do filtracniho kelimku vtavend sklenéna pérovita
desticka. Velikost pdr je odstupriovana v fadé S1-52-53-54-S5, velmi malé pdry jsou urceny pro filtraci
biologickych material(. Vzhledem k znacné hustoté frit je filtrace pomala a filtrace probiha vzdy za
pouziti snizeného tlaku. Nevyhodou sklenénych frit je jejich zna¢na cena, a hlavné jejich obtizné cisténi.

Sublimace

Sublimace je podobné jako krystalizace jednou ze zakladnich metod cisténi a oddélovani jednotlivych
sloZzek smési. Déj je zaloZen na tom, Ze tenze par pevnych latek se s rostouci teplotou zvysuje, a proto
Ize mnohé latky prevést do plynného skupenstvi, aniz roztaji, a pary mohou opét primo desublimovat
v pevnou latku. Bod sublimace je teplota, pfi niZ se tenze par pevné latky vyrovna s vnéjSim tlakem.
V porovnani s krystalizaci ma sublimace v mnoha pfipadech znacné vyhody. Sublimovany preparat
totiz neobsahuje mechanické nedistoty, které i pfi peclivé krystalizaci mohou doprovazet vysledny
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produkt. Pfi sublimaci jednoduchych smési se obycejné pracuje s malymi ztrdtami a jednoducha
sublimace ¢asto nahradi i nékolikrat opakovanou krystalizaci. Vhodnost pouziti sublimace jako Cistici
a separacni techniky zéleZi na vlastnostech dané latky. Rozmezi teplot a tlak(, za nichZ Ize sublimaci
pouzit, je mozno zjistit ze stavového diagramu pfislusné latky (viz fyzikdlni chemie).

Zafizeni a zpGsob sublimace se Fidi podle toho, jaké vlastnosti ma mit sublimat. Cim nizi je teplota
chlazeného prostoru, v némz pary kondenzuji, tim jemnéjsi krystaly se vytvareji. Vyssi kondenzacni
teploty podporuji naopak vznik vétSich a vyvinutéjsich krystald. Nejjednodussim zafizenim pro
provedeni sublimace s nepfili$ nizkou sublimacni teplotou mohou byt dvé zabrousend hodinova skla
(Obr. 4A). Na spodni sklo se umisti sublimovana latka, prikryje se druhym sklem a opatrné zahfiva.
Sublimujici latka se usazuje na hornim hodinovém skle. V pfipadé, Ze sublimovana latka pada do
surového produktu, Ize mezi skla polozit perforovany filtracni papir, na némz se sublimovana latka
zachyti. Jinym jednoduchym zafizenim je porceldnova miska a na ni postavena nalevka (Obr. 4B).
Nalevka ma mit o néco mensi priimér nez miska. Stonek nalevky se opatfi volnou vatovou ucpavkou.
Mezi misku a nalevku se opét vlozi perforovany filtracni papir.

V pripadé, Ze sublimacni teplota je nizkd, pouzije se pro sublimaci aparatura znazornéna na obrazku
4C. Surovy produkt je nasypan na dno suché kadinky, kterd se uzavre barikou. Do banky je zavddéna az
ke dnu stdle Cerstva chladici voda. Sublimuijici latka se pak usazuje na kulatém dné bariky. Po skonceni
sublimace je barika opatrné sejmuta a usazené krystaly Spachtli oSkrabany. Latky pfi normalnim tlaku
nesublimujici nebo sublimujici jen pomalu, pripadné latky, které se pfi sublimaci za vyssi teploty
rozkladaiji, Ize ¢asto sublimovat pfi snizeném tlaku.

< &

A B C

Obr. 4: Rlizné zplisoby sublimace.

Odparovani ve vakuu

Odparovani ve vakuu je vbiochemické laboratofi jeden z nejcastéjSich zplsobl odparovani
rozpoustédla z roztok( latek. Da se pouZit na roztoky jak nizkomolekuldrnich, tak vysokomolekularnich
latek, jejichz objem miZe byt od nékolika mililitrQ az po litry a vyuZziva se pfi ném efektu snizeni bodu
varu pfi snizeném tlaku v systému.

Odparovani malych objemt do 2 ml se déla v evakuovaném exikatoru nad vhodnym sorbentem vody
(P,0s, NaOH, CaCl,). Vzorek se umistuje do mikrozkumavky nebo jiné vhodné nadoby, ktera je
v exsikatoru uloZena tak, aby vodni pary mély k susidlu co nejkratsi cestu. Hlavni vyhodou této metody
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je, Ze je levna a dostupna v kazdé laboratofi, nevyhodou je dlouhy ¢as (fadové hodiny) a nemoznost
odpafit jiné rozpoustédlo nez vodu. Nevyhody se odstranuji pfistroji pracujicimi na podobném
principu, kde se pary rozpoustédla neustéle odsavaji. Pfi vakuovém zahustovani roztok(, kde je pouZito
organické rozpoustédlo, nastava utajeny var. Utajeny var je metastabilni stav, ktery vznikne prehiatim
kapaliny o nékolik stupnll nad jeji bod varu. Nahodny impuls pak vyvolava prudky var, vzkypéni a
preteceni destilované smési chladi¢e nebo odpadni barnky. Aby se zabranilo vzniku utajeného varu,
vkladaji se do varné banky tzv. varna téliska (sklenéné kuli¢ky, tlomky polévaného porcelanu, drcena
cihla, varné kaminky apod.). Riziko vzniku utajeného varu Ize odstranit také napfiklad odpafovanim
vzorku za soucasné centrifugace. Zafizeni se obvykle sklada z centrifugy, kterd mizZe byt vyhfivana,
z vymrazovaci ¢asti a z vakuové pumpy.

Nejbéznéjsi zplisob odparovani stfednich objemU je odpafovani na vakuové rotacni odparce (Obr. 5).
Rotacni vakuova odparka se sklada z odparovaci barnky, pohonné jednotky a z vhodného chladice
s kondenzacéni barfikou a musi byt doplnéna zdrojem vakua (vodni vyvéva, membrdnova vyvéva).
Odparovaci barika se vétSinou béhem odparovani ponofi do vodni lazné, kde je vyhtivdna na zvolenou
teplotu. Vakuum vytvorené v prostoru s roztokem snizuje jeho bod varu a rotacni pohyb barnky
zpUsobuje intenzivni michani odpafované smési spojené se stalym obnovovanim filmu kapaliny na
vnitfnim povrchu banky. Timto se zamezuje prehfivani kapaliny, zvySuje se odparovaci povrch a
zkracuje draha bublin pary z vnitfniho prostoru bariky na povrch roztoku. Disledkem je intenzivni
odparovani kapaliny, jejiz pary kondenzuji ve vodnim chladi¢i umisténém mezi zdrojem vakua a
odparovaci barikou a stékaji do kondenzacni barky (Obr. 5).

Obr. 5: Schéma vakuové rotacni odparky.
1 — odparovaci barka; 2 — pohonna jednotka; 3 — vodni chladi¢; 4 — kondenzacni banka; 5 — napoustéci
uzaver.

Stanoveni bodu tani

Bod tani je teplota, pfi niz je pevna latka v rovnovaze se svou taveninou. Je to jedna ze zakladnich
fyzikdlnich veli¢in vedle bodu varu, hustoty, indexu lomu svétla, optické aktivity apod.
charakterizujicich kazdou latku. Stanoveni této veliiny a srovnani s tabelovanou hodnotou je zvlasté
pro organického chemika nejrychlejsi metodou urceni Cistoty dané latky. Anorganické slouceniny maji
obvykle pfili§ vysoky bod tani. Cisté latky maji obvykle ostry bod tani. Jiz nepatrné znecisténi latky se
projevi znacnym snizenim bodu tani, a to i tehdy, jestlize nelistoty maji bod tani vyssi. Kromé sniZeni
bodu tani je pozorovatelné zvétSeni intervalu bodu tani. Tohoto jevu je vyuzito ke zkouseni identity
dvou latek s tymzZ bodem tani. Stejna mnoZstvi obou latek se dokonale promisi a pak se stanovi bod
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tani (tzv. smésny bod tdni). Je-li nezménén, jsou obé latky identické, je-li ve srovnani s bodem tani
obvykle projevi ztmavnutim nebo vyvojem plynu. Bod rozkladu je zpravidla neostry a zavisi na rychlosti
zahfivani.

Prakticky se bod tani stanovuje tak, ze maly vzorek latky napéchovany ve sklenéné tenkosténné
kapildre se umisti do ldzné dobre vodici teplo, tj. do kapaliny nebo do kovového bloku, a pomalu se
zahftiva tak, aby se podminky co nejvice bliZily rovnovdznym. Pfitom se sleduje teplota lazné a pozoruje
latka. Jako teplotu tani se pak oznaci teplota, pfi niz se objevi kapalna faze.

Pfistroje pro stanoveni teploty tdni pravé popsanym postupem se nazyvaji bodotdvky. Pro latky
s teplotou tani nizsi nez 120 °C se pouZivaji sklenéné bodotavky, coz jsou sklenéné nadobky, které
byvaji plnény kapalinou o vhodné tepelné kapacité, napr. silikonovym olejem, glycerolem apod.
Vhodnym tvarem nadobky se dosahuje toho, Ze pfi pozvolném zahfivani dochazi k proudéni kapaliny
a soucasnému prohfivani vzorku a teploméru, na kterém je kapilara se vzorkem ptipevnéna. Na Obr.
15A je sklenény P-bodotavek. U latek s vyssi teplotou tani se pouzivaji bodotavky kovové, tzv. Thieleho
bloky. Jsou to bloky z kovu dobfe vedouciho teplo, do kterych jsou vyvrtany svisle tfi otvory (Obr. 15B).
Do prostfedniho otvoru je vloZen teplomér, do zbyvajicich otvord kapilary se vzorkem. U kovového
bloku je pomalého zahfivani dosazeno tim, Zze neni zahfivdan pfimo blok, ale tycka, kterou je blok
zaroven upevnén do stojanu. Vzorek je pozorovan v prochazejicim svétle lampi¢ky upevnéné na
stojanu za vzorkem.

V laboratorni praxi se ¢asto pouZiva specialnich zafizeni uréenych pro praci v mikroméfitku. Jsou to
v podstaté upravené mikroskopy s elektricky vyhfivanym stolkem, ktery je opatfen teplomérem. Na
tento tzv. mikrovyhrevny stolek je polozen vzorek v usporadani bézném pro mikroskopovani a béhem
zahftivani se pozoruje v mikroskopu a ocekava se stav, kdy se krystaly zméni v rovnovaznou smés pevné
a kapalné faze.

Obr. 6: Bodotavky. A — Sklenény P-bodotdvek; B — Thieleho kovovy blok.

UKOL C. 1: Izolace kofeinu z &aje a jeho precisténi sublimaci
Alkaloidy jsou nejpocetnéjsi skupinou rostlinnych latek sekundarniho metabolismu a dosud jich bylo

izolovano kolem sedmi tisic. Z chemického hlediska se daji alkaloidy popsat jako organickad baze
s jednim nebo nékolika heterocyklickymi dusikovymi atomy v molekule, v pfirodé se vyskytujici ve
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formé soli s organickymi kyselinami. Alkaloidy obsahuje 10 az 20 % vSech vyssich rostlin. Byly nalezeny
ve vsech jejich ¢astech, ale nejvice jsou pfitomné v semenech, kofenech a ke stromu.

Kofein patti do skupiny purinovych alkaloidd (purin je sloZzen ze dvou heterocykll — péti¢lenného a
Sesti¢lenného a obsahuje celkem 4 atomy dusiku na molekulu). Molekula kofeinu ma navic dvé oxo-
skupiny (xanthin) a je tfikrat methylovana. Kofein je nejhojnéji zastoupen v semenech kdvovniku a
kakaovniku a v listech ¢aje. Ma povzbudivy Ucinek na centralni nervovou soustavu a srdecni ¢innost,
podporuje cinnost ledvin a zvySuje tvorbu moci. Stimulacni Ucinek kofeinu, stejné jako theofylinu
z ¢aje, je zaloZen na inhibici enzymu fosfodiesterasy, kterd odbourdva latky prenasejici nervovy vzruch,
jako je napft. cyklicky adenosinmonofosfat, tedy latka o podobné chemické strukture.

LABORATORNI POMUCKY:

Vazenky Odmérné valce
Lzi¢ky/Spachtle Vakuova rotac¢ni odparka + vyvéva
Predvazky Vodni lazen

Kadinky Banky + svorky
Sklenéna tycinka Varné kulicky

Vafic¢ Hadice

Filtracni papir Mikrozkumavka
Nalevka Lepici paska + nlzky
Délici nalevka Pinzeta

Stojany Polystyrenovy kruh
Filtracni kruhy Odparovaci miska

CHEMIKALIE A BIOLOGICKY MATERIAL:

Cajové listy Chloroform

Octan olovnaty 5% roztok hydroxidu sodného
Ethanol

POSTUP:

1. Pred zacatkem prace zapnéte vodni lazen u vakuové rotacni odparky a vodni lazen v digestofi
na odparovani vzorku, abyste béhem prace predesli casovym prodlevam.

2. Na predvéazkach odvazte tfi gramy cajového listi a povarte v kadince na vafi¢i 5 minut v 50 ml
destilované vody.

3. Pripravte 20 ml roztoku octanu olovnatého (w/v = 5 %), prilijte ho k ¢ajovému odvaru,
zamichejte a povarte dalSich 5 minut.

4. Poskladejte francouzsky filtr a za tepla roztok prefiltrujte.

5. Spouzitim délici ndlevky v digestofi provedte extrakci filtratu s15 ml chloroformu
vytfepdvanim, trikrat po sobé.

Pozor na vnitfni pretlak, ktery je nutné priibéZné uvoliiovat otocenim nalevky dnem vzhliru

a otevienim ventilu. Pfed zapocetim extrakce upozornéte vyucujiciho a zajistéte
dostatecny pfisun cerstvého vzduchu otevienim okna.
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10.

11.
12.

Spojené extrakty v organickém rozpoustédle promyijte v délici ndlevce destilovanou vodou (15
ml) a potom stejnym objemem roztoku hydroxidu sodného (w/v = 5 %). Precistény
chloroformovy extrakt zahustéte na vakuové rotaéni odparce nasledujicim zplsobem:

Extrakt prelijte do 250ml barky s kulatym dnem a zdbrusovym hrdlem. Nezapomerite vloZit
varné kulicky. Banku pFipevnéte svorkou na usti vakuové odparky, pomoci Sroubu umistéte
barnku do polohy, kdy je jeji spodni sténa omyvana vodou ve vodni [azni. K vakuové odparce
pripojte kondenzacni barku.

Do chladice pustte mirnym proudem vodu a zkontrolujte, zda je utésnéna kondenzaéni barka.
Spustte vyvévu a evakuujte odparku, spustte rotaci bariky.

Po skonceni odparovani vypnéte vyvévu, odparovaci bariku narovnejte do vodorovné polohy,
uvolnéte svorku a odsSroubujte privod vakua k odparce. Poté opatrné sundejte odparovaci
bariku. Odparek rozpustte vethanolu a bariku kvantitativné etanolem vyplachnéte.
Ethanolicky roztok odparte na vodni lazni.

Pfipravte si aparaturu k sublimaci podle obrazku 13C, odparek pfevedte na dno kadinky
aparatury. Rozhrani mezi chladici bankou a kadinkou utésnéte lepici paskou.

Aparaturu zahfivejte na vafici az do doby, kdy ustane vyvoj sublimujicich par.

Po skonceni sublimace zastavte vodu a oddélejte zatku s trubicemi. Krystalky kofeinu
vyloucené na dné banky se pokuste pomoci Spachtle kvantitativné prevést do predem zvazené
mikrozkumavky.

VYHODNOCENI:

Uvedte vytéZek izolace kofeinu a navrhnéte zpUsoby, jak byste urcili jeho Cistotu.

UKOL C. 2: Analyticky dlikaz pfitomnosti kofeinu

Kofein |ze prokazat tzv. murexidovou reakci. Jedna se o barevny test na kyselinu mocovou a jiné puriny.
Pevny vzorek je oxidovan v kyselém prostredi, odparen a nasledné po pridavku amonnych iontl vznika
purpurové zbarveni naleZejici vznikajicimu murexidu (amonna sul 5, 5’ -nitrildibarbiturové kyseliny).
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LABORATORNi POMUCKY:
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Hodinova skla o priiméru 8-10 cm
Lihovy kahan + sirky

Klesté

Ochranny stit/ochranné bryle

CHEMIKALIE A BIOLOGICKY MATERIAL:

3% roztok peroxidu vodiku
Koncentrovana kyselina chlorovodikova
Amoniak

POSTUP:
POUZIJTE OCHRANNE BRYLE NEBO STiT!!!

1. Provedte tzv. murexidovou reakci k prokdzani pritomnosti kofeinu. Kontrolni reakci provedte
rovnéz s firemnim preparatem kofeinu.

2. Na hodinové sklo se sublimatem a na sklo s firemnim kofeinem kapnéte 3 % roztok H,0; a
koncentrovanou HCl.

3. Roztok odparte, misku nechte zchladnout na stole a prikapnéte roztok ¢pavku.

4. Purpurové zbarveni prokaze pritomnost kofeinu.

VYHODNOCENI:

Uvedte, zda reakce na pfitomnost kofeinu byly pozitivni a jak se odliSovalo zbarveni komeréniho a vami
izolovaného kofeinu.

UKoL C. 3: Stanoveni teploty tani kofeinu

V této uloze ovéfite Cistotu vami izolovaného kofeinu z ¢ajového listi pomoci jedné z nejrychlejsich a
nejspolehlivéjsSich metod. Teplotu bodu tani budete stanovovat pomoci moderniho bodotdavku, jehoz
princip je zaloZzen na Thieleho kovovém bloku. Bodotavek je ovladan elektronicky s digitalnim
vystupem. Lze na ném méfit sou¢asné dva vzorky, umisténé v kapilarach. Odecet se déld vizudlné
pomoci zvétSovaciho okularu.

LABORATORNi POMUCKY:

Bodotavek
Kapilary sklenéné
Sklenéna trubice

CHEMIKALIE A BIOLOGICKY MATERIAL:

Kofein komeréni Cisty
Kofein izolovany ve cvic¢eni
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POSTUP:

1. Do kapilar dejte vzorek vami izolovaného kofeinu a vzorek Cistého kofeinu.

Otevienym koncem kapildry nahriite malé mnoiZstvi suchého vzorku, zbytek kolem kapilary
otrete a kapilaru nechejte asi 5x volné padat svisle postavenou trubici dlouhou asi 1,5 metru
na tvrdou podlozku. Vzorek latky se tak dobfe napéchuje do malého objemu na dné kapilary.
Sloupecek by mél byt vysoky asi 2 mm.

3. Zapnéte bodotavek hlavnim vypinacem. Kapildry se vzorkem vloZte do bodotavku
a zkontrolujte, zda je vzorek dobfte viditelny. Stisknéte tladitko , plateau set” a stiskem tlacitka
Sipky nahoru nastavte teplotu na 270 °C a stisknéte START. Teplota zacina nar(istat a kolem
aktualni teploty 200 °C pozorné sledujte oba vzorky.

4. Odectéte teplotu, pri které roztaji vami izolovany kofein a kofein komer¢ni.

VYHODNOCENI:

Porovnejte obé ziskané hodnoty bodu tani. Vyhledejte hodnotu bodu tani pro kofein a ptipadné rozdily
vysvétlete.
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6. Izolace nukleovych kyselin

Uprava biologického materialu

K biochemickym studiim se pouziva nejriiznéjsi biologicky material, ktery pfiroda poskytuje. Vzhledem
k jeho rliznorodosti je technika zpracovani mnohdy velmi odlisna a fidi se ic¢elem, k jakym studiim ma
byt pouZit. Zplsob zpracovani materiald byva casto odlisny podle toho, zda ma byt vychozi surovinou
pro izolaci, detekci néjaké slouceniny i skupiny latek nebo zda se bude studovat jejich metabolismus.

Ma-li byt izolovana néjaka latka nebo skupina latek z biologického materialu (napt. vitamin, bilkovina,
sacharid apod.), je dulezité zvolit vhodnou vychozi surovinu. Pro izolaci se hodi nejlépe takovy
biologicky materidl, ve kterém je poZadovana latka v nejvyssi koncentraci, je dostupny a jeho cena
pfijatelna. Vybrany Zivocisny, rostlinny nebo mikrobidlni materidl je tfeba v prvnim kroku
homogenizovat. Rozruseni rostlinnych a ZivociSnych bunék nedélad obvykle potize. Jinak vsak je tomu
pfi izolacich z bunék mikroorganismid. Bunécna sténa mikroorganismd je velmi rezistentni a jeji
naruseni vyZaduje zvlastni postupy, viz nize.

Mleti

Suchy material mizZe byt rozemlet v rlznych typech mlynkd. Semena se melou v kulovych mlynech
nebo mlynech s otoénymi nozi. K mleti ZivociSnych materialt se velmi dobfe hodi mlynek na maso.
Tkan se v ném feze a drti zaroven. Hrubost nebo jemnost lze regulovat vloZzenim vhodné desticky,
kterou se rozemlety material protlacuje. VSechny uvedené strojky a mlynky vétsinou muze nahradit
béZny univerzalni kuchynsky robot, ktery je vybaven mixérem, mlynkem, masovym strojkem i
struhadly.

Rostlinny materiadl urceny ke studiu exprese gent, obsahu fytohormon( aj. je tfeba béhem mleti
neustale chladit, aby nedochazelo k degradaci. Provadi se tak chlazenim tekutym dusikem. Rostlinny
material se mUZze drtit pomoci tfeci misky s tlou¢kem, pricemz vSechny potreby, které prichazi do styku
s rostlinnym materidlem, musi byt taktéz vychlazeny. DalSi moZnosti nadrceni rostlinného materialu je
pouZiti tzv. kulicCkového mlynku.

Homogenizace

Na rozdil od mleti nasucho je v biochemické praci chapana homogenizace jako dikladné rozmélnéni
materialu za pridavku vody nebo vhodnych pufri ¢i fyziologickych roztokd.

Pro homogenizaci malych mnozstvi je nejvhodnéjsi roztirani materialu v tfeci misce za pridavku
mofského pisku, skelného prachu nebo jiného abraziva. Tuzsi materidly se pfed homogenizaci zmrazi
kapalnym dusikem, ktery je ucini kfeh¢imi k rozmélnéni. Homogenizaci lze rovnéZz provést ve
vykonném mixéru.

K naruseni bunééné stény a membrany mikroorganismu, tzv. desintegraci, se pouziva jesté nékterych
specialnich metod. Napt. plsobeni chemickych cinidel (detergenty), plsobeni enzym( Stépicich
polysacharidy bunéénych stén (lysozym, celulasa), kratké plsobeni ultrazvuku, opakované zmrazovani
a rozmrazovani. Pfehled nejuzivanéjsich homogenizacnich technik je uveden v tabulce 2.

73



Tab. 2: Pfehled nejpouzivanéjSich homogenizacnich technik.

METODA PRIKLAD POUZITi PRINCIP
Setrné

, . poruseni bunécné membrdny osmotickym
lyze bunék erythrocyty tlak
akem

. , . . Stépeni bunécné stény specifickymi
plGsobeni enzym{ bakterie
enzymy

extrakce kvasinek
plsobeni chemikalii | organickymi rozpoustédly Castecna solubilizace bunécéné stény
nebo vhodnymi kyselinami

i ) L. mechanické poruseni bunék protlacovanim
homogenizace jaterni tkan , Y
Uzkou Stérbinou

, L. pUsobeni  stfiznych  sil, mechanické
mleti svalova tkan, semena L
poruseni tkané

Stredni

mixovaniv nozovych| . .. |, L . . Lo .
ZivoCisna a rostlinnd pletiva | pdsobeni sttiznych sil

mixérech
mleti s abrazivy rostlinné tkané, bakterie mechanické poruseni bunék
Intenzivni
e nahlé zmény tlaku a teploty pfi zaniku
ultrazvuk bunécné suspenze o ) )
vznikajicich mikrobublin
L o mechanické poruseni bunék rychlou vibraci
kulickovy mlyn bunécné suspenze L. .
sklenénych kulic¢ek
. dezintegrace bunécné stény vysokym
French press kvasinky
tlakem
Centrifugace

Centrifugace (Cili odstfedovani patfi k nejbéznéjsim operacim v biochemické laboratofi. Dovoluje
oddélit slozky suspenze nebo emulze na zakladé rozdilnych hustot. Byva ¢asto rychlejsi a pohodInéjsi
nez filtrace a v nékterych pfipadech vede i k lepsimu oddéleni pevné a kapalné faze. Kromé nahrazeni
nebo doplnéni filtrace, zvlasté je-li suspendovana latka velmi jemn3, Spatné filtrovatelna a filtrace
zdlouhava, md odstfedovani v biochemii i jiny vyznam. SlouZi k nékterym specidlnim preparativnim a
analytickym uceldm (napf. izolace mitochondrii diferencni centrifugaci). Dale je to pfiprava bunécnych
struktur gradientovou centrifugaci a z analytickych aplikaci pak predev$im stanoveni relativnich
molekulovych hmotnosti sloucenin a stanoveni Cistoty izolovanych preparata.

Pfi odstfedovani plisobi na sedimentujici ¢astice odstrediva sila (P), kterou Ize vyjadfit vztahem:
P=m-r-w?

kde: m... hmotnost Castice,
r ... polomér otaceni,
® ... Uhlova rychlost.
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Pro praktické vypocty se vSak zavadi veli¢ina relativni odstredivé zrychleni R, které udava, kolikrat je
toto zrychleni vétsi nez zemské tihové zrychleni g a je ddna vztahem:

R=1118-r-N?-10773,

kde: N ... pocet otacek za minutu,
r ... polomér otaceniv cm.

Je nutno ji uvadét jako hlavni charakteristiku centrifugace. Z prvniho vztahu je zfejmé, Ze pouhy udaj
poctu otacek za minutu necharakterizuje proces centrifugace.

Béhem nastavovani centrifugy je tfeba brat zfetel na to, kterou jednotku zaddvame — zda nasobky
zrychleni (x g) ¢i otacky za minutu (RPM). Tyto dvé hodnoty nejsou stejné, ale existuje mezi nimi vztah.
Drive byl ke kazdé centrifuze doddvan nomogram k pfevodu téchto jednotek mezi sebou diky znalosti
poloméru rotoru. Dnesni centrifugy toto jiz zvladaji diky elektronice samy.

Existuje celd rada typl centrifug, které se lisi velikosti (od malych stolnich aZz po velkoobjemové
pramyslové odstredivky), dosahovanym zrychlenim a tvarem rotoru (vykyvné a thlové). Ve vykyvnych
rotorech jsou kyvety uloZzeny v pouzdrech, kterd jsou volné zavésena v ¢epech vlastniho rotoru a kyvety
jsou béhem odstfed'ovani ve vodorovné poloze. Naproti tomu v Uhlovych rotorech jsou kyvety fixovany
v urcitém Uhlu (45 - 50°) k ose otaceni.

Zvlastni kategorii tvori ultracentrifugy, na nichz Ize dosahnout relativniho odstredivého zrychleni
100 000 x g a vice. Lisi se od béinych centrifug zejména tim, Ze prostor s rotorem musi byt pfi
odstfedovani evakuovan, sniZuje se tim tfeni zplsobené pritomnosti vzduchu, diky tomu se rotor
nebude zahfivat. PouZivaji se pro déleni biopolymerd a subceluldrnich ¢astic v hustotnim gradientu
sacharosy nebo cesnych soli. Tyto techniky lIze provadét jak v analytickém, tak i v preparativnim
méfitku. Analytické centrifugy jsou navic opatfeny optickym zafizenim umoznujicim sledovat rozhrani
tvorend jednotlivymi sedimentujicimi latkami.

Pro vétsinu praci preparacnich i analytickych jsou poZadovany centrifugy chlazené. Chlazeni centrifug
je zajistovano chladicimi agregaty, zabudovanymi do jediného provozniho celku s centrifugou a je
ovladano termostatem. Protilehlé kyvety (u vysokootackovych centrifug vSechny kyvety) museji byt
staticky a dynamicky vyvaZzeny. Z bezpecnostnich divodu i z hlediska ochrany centrifugy je nutno
klast na vyvazovani kyvet zvySenou pozornost. Kazda nepresnost v dynamickém i statickém vyvazeni
se mnohonasobné projevi zvétsenim odstiedivého tlaku na jednu stranu osy. Osa se nerovnovdZznym
zatizenim snadno ohne nebo se poskodi loZisko. Pfi chodu odstfedivky se pfi nepfesném vyvazeni
projevuji silné vibrace. Statického vyvaZeni se dosahne tak, Ze se na technickych vahdach s presnosti na
jeden gram vyvazi protilehla pouzdra s kyvetami naplnénymi suspenzi ur¢enou k centrifugaci. Daleko
vétsi pozornost je tfeba klast dynamickému vyvazeni protilehlych kyvet. Protilehlé kyvety musi mit
stejnou velikost, hmotnost a stejné umisténé tézisté. To znamend, Ze protilehlé kyvety musi byt

naplnény stejnou suspenzi, presnéji feCeno suspenzi o stejné hustoté. Nelze tedy napftiklad pfi
precipitaci siranem amonnym kyvetu s timto roztokem vyvazit kyvetou s destilovanou vodou.
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Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny jsou makromolekuldrni latky, které ve své struktufe nesou genetickou informaci.
Béznymi nukleovymi kyselinami jsou kyselina deoxyribonukleova (DNA) a ribonukleova (RNA). Zakladni
stavebni jednotkou nukleovych kyselin je tzv. nukleotid. Nukleotid je obecné heterocyklickd baze, kterd
N-glykosidickou vazbou vaZze sacharid (pentosu) a esterovou vazbou fosfat (odtud kyselina).
Heterocyklické baze v nukleovych kyselinach jsou purinové nebo pyrimidinové povahy. Nejcastéji
zastoupené pyrimidinové baze jsou cytosin (C), thymin (T) a uracil (U), a purinové baze adenin (A) a
guanin (G) (Obr. 1). Zatimco DNA obsahuje baze C, T, A, G, u RNA je T zaménén za U.

Jak uZ z ndzvu vyplyva, nukleotidy RNA v sobé vaZou sacharid ribosu, kdezto DNA jeji 2-deoxy variantu.
Jednotlivé nukleotidy jsou vazany do polynukleotidového retézce skrze fosfat (Obr. 2), jedna se tedy o
vazbu diesterovou.

(0] NH,
N N N
N~ N~ N~
S S
H N
N H ) N H N H
purin guanin adenin
NH2 (0] (@)
CH
ij N;) HN)‘]/ 3 HN)‘E
>~
S’ AW o oA
H H H
pyrimidin cytosin thymin uracil

Obr. 1: Purinové a pyrimidinové nukleotidy.

Nukleové kyseliny byly objeveny jiz roku 1869 v bunéénych jadrech. Jejich strukturu vsak odhalili az v
roce 1953 panové Watson a Crick (Nobelova cena), kdy bylo rozlusténo vzajemné parovani nukleotidt
dvou na sebe antiparalelnich fetézcd dvousroubovice DNA (Obr. 3).
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Obr. 2: Nukleotidy spojené v fetézec (UAG).

Obr. 3: Parovani bazi ve dvousroubovici DNA.

Izolace nukleovych kyselin

Pro izolaci nukleovych kyselin z Zivych organism( byla vyvinuta fada metod, které se od sebe mohou
dosti odlisSovat. Pro stru¢nost tohoto textu budou popsany dvé zakladni.

Prvnim krokem u vSech metod je vzdy lyze bunék, nebo pevné tkané. U bunék vétSinou staci rozrusit
bunécnou sténu a membrany, nejcastéji se za timto ucelem pouZivaji detergenty, jako je dodecylsulfat
sodny (SDS) nebo Triton X-100. Pro izolaci DNA nebo RNA z rostlinnych pletiv nebo Zivocisnych tkani je
tfeba nejdfive mechanického naruseni, které provadime bud mrazem — tekutym dusikem nebo
riznymi typy homogenizator(. Bunécny obsah vietné DNA se z lyzovanych bunék uvolni do
extrakéniho pufru, ktery vidy musi obsahovat chelatacni Cinidlo ethylendiamintetraoctovou kyselinu
(EDTA), ktera vychyta veskeré vapenaté ionty z extraktu. Vapenaté ionty funguji jako kofaktory
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nukleas, enzymu které stépi nukleové kyseliny, a pokud by tyto enzymy byly béhem extrakce aktivni,
nastépily by veskeré izolované nukleové kyseliny. Do extrakéniho pufru se nékdy pridavaji navic jesté
proteinasy, enzymy Stépici proteiny. VétSina DNA je totiZz obalend histony a jejich odstranéni
proteinasou zvysi Cistotu izolované DNA.

Jeden typ metod je zaloZen na extrakci smési fenolu a chloroformu. Fenol se rozpousti ve vodé i v
chloroformu, preferuje ale chloroform. Chloroform se jako organické rozpoustédlo s vodou nemisi.
Priddme-li tedy smés fenolu a chloroformu k extraktu ze Zivé tkdné, veskeré tuky prechazeji do
chloroformu, bilkoviny a ¢ast polysacharidll se plsobenim organickych rozpoustédel vysrazi a nukleové
kyseliny zlistanou ve vodné fazi. Po intenzivni extrakci se smés zcentrifuguje a vzniklé faze se od sebe
oddéli. Vysrazené proteiny a sacharidy vytvofi na rozhrani bilou prstencovitou srazeninu. Pro vysrazeni
nukleovych kyselin z vodné faze se pouziva absolutni ethanol s pfidavkem soli nebo isopropanol. Po
intenzivni centrifugaci (14.000 RPM) pak nukleova kyselina vytvorfi ve zkumavce opaleskujici pelet,
ktery se jesté promyva etanolem, susi a nakonec rozpousti ve vodé nebo vhodném pufru.

Novéjsi metody vyuZzivaji adsorpce nukleovych kyselin na silikat v pfitomnosti chaotropnich soli, jako
je tfeba guanidin thiokyanat. Extrakt nukleovych kyselin se smichd se silikdtovou matrici v podobé
vrstvy silikatovych kuli¢ek v pfitomnosti chaotropni soli. Nukleové kyseliny se navazi na kulicky a ty se
pak promyvanim zbavi kontaminujicich protein(, polysacharidd a jinych necistot. Nakonec se nukleové
kyseliny z kuli¢ek uvolni snizenim iontové sily roztoku. Tato metoda je velice rychla a efektivni a vyuziva
se ve vétsiné komercnich setl pro izolaci nukleovych kyselin napf. v diagnostickych laboratofich v
nemocnicich.

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty nukleovych kyselin

Jako dlikaz pritomnosti izolované DNA i kontrolu jeji Cistoty se pouZiva nejcastéji spektrofotometrie v
blizké UV oblasti. Nukleové kyseliny absorbuji nejintenzivnéji svétlo o vinové délce 260 nm, takZze
hodnota absorbance je pfimo Umérna koncentraci DNA. Pfi stanoveni je nutné dbat na cistotu
preparatu, protoZe rusi pritomnost proteind (280 nm) a aromatickych latek. Pokud je DNA preparat
Cisty, pomér Axeo/Azs0 dosahuje hodnoty 1,8.

Cpna=62,9'A260-36,0-Azg0  [ng/ul]

Daleko citlivéjsi stanoveni koncentrace DNA je pomoci metody fluorimetrie, kdy je mérena
fluorescence DNA po smiseni se specifickym interkalacnim barvivem, tedy barvivem, které se
vmezefuje mezi baze DNA.

Pro méreni v UV oblasti je tfeba pouZivat kyvety, které jsou pro tuto oblast spektra uréené — obvykle
se jednd o kyvety kiemenné ¢i jinak upravené. Pfi pouZiti plastové ¢i obycejné sklenéné kyvety dochazi
k absorpci UV zafeni materidlem kyvety, tudiZz jim paprsek neprojde a nelze stanovit absorbanci
méreného vzorku (Obr. 4A). Pi pouziti UV kyvety uvidite hladky pribéh spektra (Obr. 4B). Dale je tieba
davat pozor na smér, kterym kyvetu do spektrofotometru vkladate. Pfi Spatném vloZeni kyvety opét
nelze stanovit absorbanci méreného vzorku (Obr. 4C).
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Obr. 4: UV spektra stejného vzorku DNA. A — pouZiti nevhodné plastové kyvety; B — pouziti UV kyvety;
C — UV kyveta vloZena Spatnym smérem; D — vzorek DNA s vysokou koncentraci kontaminujicich
proteind. Na obrazku B je vidét absorpéni maximum DNA pfi 260 nm.

UKOL C. 1: Izolace DNA z veprové sleziny a RNA z pekarskych kvasnic

LABORATORNi POMUCKY:

Treci misky s tlouckem
Odmérné valce

pH papirky

Sklenéna tycinka
Centrifugacni kyvety
Kadinky

CHEMIKALIE A BIOLOGICKY MATERIAL:

Veprova slezina
Pekafské kvasnice
Hydroxid sodny
Chlorid sodny

ROZTOKY:

5% kyselina octova
50% kyselina octova

POJMY:

Drevéné prkénko a nudz
Sklenéné zkumavky

Varné bariky

Spejle

Chlazena centrifuga
Automatické pipety a Spicky

Kyselina octova
Diethylether
Ethanol
Mofrsky pisek

0,5% hydroxid sodny
1 M chlorid sodny

Precipitat, pelet — pevna, usazena cast po centrifugaci

Supernatant — Cird kapalina nad precipitatem

POSTUP:



IZOLACE RNA Z KVASNIC

Pozor, s diethyletherem pracujte v digestofril!!

1. Do tfeci misky nadrobte jedno baleni pekarskych kvasnic, pfidejte Izicku morského pisku a
dikladné rozetrete. Poté postupné pridejte 3 ml destilované vody a 3 ml diethyletheru. Po
pridavku vidy dlkladné rozetiete.

2. Do homogendtu postupné pridejte 50 ml 0,5% NaOH a pokracujte v roztirani asi jeSté 15 min.
Upravte pH pomoci 5% kyseliny octové na pH 6 (poutzijte pH papirky).

3.  Smés rozdélte do 4 centrifugacnich kyvet. Dbejte na spravné vyvazeni kyvet!

4. Smés centrifugujte pfi 9500 g a teploté 4 °C po dobu 10 min.

5. Supernatant odlijte do kadinky a upravte na pH 3,5 pomoci 50% kyseliny octové —odmérte pouzité
mno?7stvi. Pridejte vychlazeny ethanol — stejny objem jako kyseliny octové - vylou¢ena srazenina
predstavuje ribonukleoprotein.

6. Srazeninu ribonukleoproteinu zcentrifugujte pri 2000 g, 4 °C, 10 min. Supernatant témér cely
odlijte. Ribonukleoprotein rozmichejte ve zbytku supernatantu a nasledné rozdélte do tfi frakci
(nejvétsi mnozstvi do varné barnky, mensi mnoZstvi do velké zkumavky a nejméné do malé
zkumavky) a uchovejte pfi 4 °C pro dalsi experimenty.

IZOLACE DNA ZE SLEZINY

1. Slezinuz balicku nakrajejte a nadsledné v tfeci misce rozettete s trochou mofského pisku na jemnou
kasi.

2. Pridejte 100 ml vychlazeného 1 M NaCl - postupné po malych ddvkach a za stdlého roztirani.
Homogenizujte 15 min.

3. Homogenat rozdélte do 4 centrifugacnich kyvet. Dbejte na spravné vyvazeni kyvet!

4. Homogenat centrifugujte pfi 5000 g, 10 min, 4 °C. Mezitim si ptipravte 600 ml vychlazené
destilované vody do 1 | kadinky.

5. Supernatant pomalu v tenkém proudu kontinudlné nalijte do vychlazené destilované vody, poté
velmi jemné promichejte pomoci dievéné Spejle. DNA se srazi ve formé opaleskujicich viaken.

6. Za pouiiti dfevéné sSpejle navijejte vlakna DNA a ty prendasejte do varné banky, do velké a malé

zkumavky a uchovejte pfi 4 °C pro spektralni stanoveni koncentrace DNA.

UKOL C. 2: Ddkaz nukleovych kyselin

LABORATORNi POMUCKY:

Vodni lazen Varné kaminky

Vafié Odmérny valec (50 ml)
Zpétny chladic¢ Sklenéné zkumavky

Stojany Spachtle

Svorky Automatické pipety a Spicky

CHEMIKALIE A BIOLOGICKY MATERIAL:
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Hydroxid sodny Dusic¢nan stfibrny

Kyselina sirova Koncentrovany amoniak
Uhli¢itan sodny Folinovo ¢inidlo
Kyselina chlorovodikova Difenylamin

ROZTOKY:

5% kyselina sirova
0,5% hydroxid sodny
Difenylaminové ¢inidlo
5% dusi¢nan stfibrny

POSTUP:

ODLISENI/ DNA A RNA

DNA a RNA Ize odlisit podle vdzaného sacharidu na zdkladé barevnych reakci, které poskytuji ribosa a
2-deoxyribosa s difenylaminem. Zatimco RNA poskytuje s difenylaminem zelené zbarveni, DNA reaguje
modre.

Pozor, pracujete s difenylaminem, pracujte v rukavicich a v digestofi!

1) K frakcim RNA a DNA ve vétSich zkumavkach pfidejte 1 ml 0,5% NaOH a po promichani a rozpusténi
pridejte 1 ml difenylaminového Cinidla.
2) Reakce inkubujte na vrouci vodni lazni minimalné 20 min, pak pozorujte vyvoj zbarveni.

STABILITA NUKLEOVYCH KYSELIN

Hlavni ulohou DNA je uchovat genetickou informaci, coZ je zabezpeceno mimo jiné vysokou stabilitou
fosfodiesterové vazby. Zatimco v alkalickém prostrfedi se DNA jen denaturuje, RNA se rozstépi aZ na
jednotlivé nukleotidy. Kyselou hydrolyzou se stépi obé nukleové kyseliny, ale rozdilnym zptlsobem.

1) Kfrakcim DNA a RNA ve varnych bankach pridejte 30 ml 5% kyseliny sirové a pod zpétnym chladi¢em
povarte 30 min. Nezapomerite do banky vlozit varné kaminky!

2) Ziskané hydrolyzaty rozdélte po 1 ml do zkumavek (3 zkumavky pro DNA, 3 zkumavky pro RNA) a
pouzijte pro dalsi analyzy.

DUKAZ PURINOVYCH BAZI NUKLEOVYCH KYSELIN

Purinové bdze tvorfi nerozpustné soli stribrné a médné.
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1) K prvnim dvéma zkumavkdm s 1 ml hydrolyzatu RNA a DNA (z pfedchoziho pokusu) pridavejte po
kapkach amoniak aZ do alkalické reakce (detekujte pH papirkem) a 0,5 ml 5% roztoku AgNOs,
pozorujte vznik jemné bilé vlockovité srazeniny.

2) Dalsi dvé zkumavky s 1 ml hydrolyzatu RNA a DNA pfivedte k varu a ptidejte 1 ml 10% CuSO., poté
postupné priddvejte pevny Na,S0s, az dokud nevznikne tmaveé Zlutohnéda sraZenina.

Guanin redukuje Folinovo Cinidlo za vzniku modrého zbarveni.

3) Ke tretim zkumavkam s 1 ml hydrolyzatu RNA a DNA pfidejte 1 ml Folinova cinidla, promichejte a po
Spetkdch pridavejte na naklonénou sténu zkumavky pevny Na,COs. Vznikd intenzivné modré
zbarveni.

UKOL C. 3: Spektralni stanoveni koncentrace nukleovych kyselin

LABORATORNi POMUCKY:

Kfemenna kyveta

Stolni spektrofotometr
Automatické pipety a Spicky
Izolovana DNA a RNA

POSTUP:

1) K RNA a DNA v malych zkumavkach pfidejte 0,5 ml 0,5% NaOH.

2) Do 1 cm kfemenné kyvety napipetujte 2 ml 0,5% NaOH a pridejte 20 ul alkalického roztoku DNA
nebo RNA. Jako slepou reakci pouZijte 0,5% NaOH.

3) Promérte absorpcni spektrum v UV oblasti v rozsahu 200-290 nm. Pomoci Sipek na
spektrofotometru odectéte hodnoty Azeo a Azso. Spektrum si vyfotte.

---- DNA
—— RNA
30

g [I/mmol/cm]

10 F

I 1 I

275 300

225 250
vinova délka [nm]

Obr. 5: UV-spektrum DNA a RNA.
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VYHODNOCENI:

1. Pomoci vyse uvedeného vzorce urcete koncentraci a Cistotu vami izolovanych vzorkd DNA.
Vysvétlete, co muze byt pri¢inou, pokud je hodnota Cistoty vyssi nebo nizsi, nez 1,8.

2. Do protokolu zaznamenejte pozorované spektrum pro DNA i RNA.

3. Zhodnotte vysledek dikazovych reakci.

7. Destilace

Destilace je metoda uZivana k déleni a Cisténi smési kapalin, které se navzajem lisi bodem varu.
VSeobecné plati, Ze tékavéjsi slozky smési pfechazeji v pary snadnéji nez slozky méné tékavé. Plynna faze
vyskytujici se nad kapalinou ma tedy jiné sloZeni nez kapalnd smés a destilat (kondenzat) vznikly
kondenzaci téchto par bude bohatsi na tékavé;si slozku.

Chceme-li dosahnout dokonalého rozdéleni smési dvou kapalin jedinou destilaci vjednoduché
aparature, musi se jejich body varu lisit alespon o 50 °C a destilované latky nesméji vytvaret azeotropni
smés (azeotrop). Azeotrop Ize definovat jako smés s konstantnim bodem varu, jejiz slozky od sebe nelze
oddélit jednoduchou destilaci. Dle povahy kapalné smési je tfeba volit vhodnou destila¢ni metodu pro
oddéleni slozek smési.

Je-li kapalina znecisténa pouze malym mnozstvim tékavych latek, pak je mozné ji Cistit jednoduchou
destilaci nebo pouhym odpafovanim. Jedna-li se vSak o smés latek s velmi blizkymi body varu, pak je
tfeba pouzit tzv. frakéni destilaci (neboli rektifikaci). Je-li destilovana latka termicky malo stabilni a
rozklada se pfi nizsi teploté, neZ je jeji bod varu, pak je nutné pouzit destilaci vakuovou. Vakuova
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destilace probiha za snizeného tlaku, kterého Ize dosdhnout pomoci vakuové pumpy. Casto vyuZivanym
zafizenim pro vakuovou destilaci je vakuova rotacni odparka. Destilace s vodni parou se pouziva k
oddéleni téch latek, které tékaji s vodni parou pti nizsi teploté, nez je jejich bod varu.

Pro ucely opétovného zkapalnéni par destilované kapaliny se v laboratornich podminkach pouzivaji
chladice, u kterych se rozlisuje nékolik druhd. Pary vysokovroucich latek (s bodem varu nad 150 °C)
kondenzuji ve vzdusném chladici (Obr. 1A), v ostatnich pfipadech se pouziva Liebiglv chladic, kterym
protéka studena voda (Obr. 1B). Jesté ucinnéjsi je chladic kulickovy (Obr. 1C) nebo spiralovy (Obr. 1D),
ktery se pfi sestavovani destilacni aparatury musi postavit do Sikmé polohy tak, aby se v ném nezdrzoval
kondenzat. Variace spiralového chladice je rovnéz ¢asto vyuzivdna u vakuové rotacni odparky.

A B C

Obr. 1: Chladice. A — vzdusny chladi¢; B — Liebiglv chladi¢; C — kulickovy chladi¢; D — spirdlovy chladic.
Sipky naznacuji smér toku chladiciho média (vody).

Destilace za normalniho tlaku

Destilace za normalniho tlaku je nejbéznéjsi druh destilace a pouZiva se vSude tam, kde kapalina prechazi
snadno v pary pfi teploté, za které se neni tfeba obdavat rozkladu destilované latky. Destilacni aparatura
(Obr. 2) se sklada z varné bariky, ptipadné z bariky frakéni. Varna barika se nevoli pfilis velka a pIni se
maximalné do 3/4 objemu. Banka se uzavira pres Claisen(iv nastavec, na ktery je napojen teplomér pro
méreni teploty a chladi¢ pro kondenzaci par.

JelikoZz ma pfi destilaci smési vrouci kapalina obvykle vyssi bod varu neZ kondenzat, je vhodnéjsi
neponorovat teplomér do kapaliny, nybrz odecitat teplotu odvadénych par. Na konci chladice je obvykle
upevnéna alonz, pomoci niz stéka kondenzat do jimaci nddoby (predloha neboli kondenzacni banka).
Velice vyhodné jsou aparatury zabrusové, obzvlasté pfi préci s agresivnimi l[atkami.

V dokonale hladkych nadobach muze pfi zahtivani kapalin dojit k tzv. utajenému varu. Je to metastabilni
stav, ktery vznikne prehratim kapaliny o nékolik stupni nad jeji bod varu. Nahodny impuls pak vyvolava
prudky var, vzkypéni a preteceni destilované smési do predlohy. Aby se zabranilo vzniku utajeného varu,
vkladaji se do varné barnky tzv. varna téliska (sklenéné kulicky, ulomky polévaného porcelanu, drcend
cihla, varné kaminky apod.).
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Obr. 2: Destila¢ni aparatura za normdlniho tlaku. A — vafi¢; B — varnd banka; C — laboratorni drzak;
D — Claisenlv nastavec; E — teplomér; F — Liebigliv chladi¢; G — laboratorni drzak pro chladi¢; H — alonz;
| — Erlenmayerova barika.

Destilace s vodni parou

Podle Daltonova zdkona je tlak nad smési dvou nebo nékolika kapalin roven souctu parcidlnich tlakd
jednotlivych slozZek. JelikoZ var kapaliny nastane v okamziku, kdy se tenze jeji pary rovna okolnimu —
atmosférickému tlaku, je zfejmé, Ze bod varu takové smési bude nizsi nez body varu jednotlivych
oddélenych slozek.

Jako pfiklad Ize pro jednoduchost uvést smés anilinu a vody, kterd vie pfi 98 °C, kdy tenze vodni pary
¢ini 9,42-10* Pa a tlak par anilinu je 7,07-10 Pa. Bod varu samotného anilinu je roven 184,4 °C. Destilace
s vodni parou je tedy zaloZena na vyuZiti Daltonova zdkona. Pouziva se hlavné v organické chemii. Timto
zpUsobem je mozZno predestilovat latky, které maji bod varu i vy$si nez 200 °C pfi teplotach nizsich nez
100 °C a uchrdnit je tak pred nezadoucim rozkladem.

Pti destilaci s vodni parou se pouZzivaji aparatury sestavené dle obrazku 3. Aparatura se sklada z vyvijece
vodni pary, kterym je varna barnka uzavienda 2x vrtanou zatkou. Jednim otvorem prochazi dlouha
sklenéna trubice sahajici az ke dnu nadoby. Je to tzv. pojistna trubice a jejim ukolem je zabranit pfi
nahlém poklesu tlaku ve vyvije€i nasati kapaliny z destilacni barnky. Podtlak se vyrovna nasatim vzduchu
pojistnou trubici. Banky i chladi¢ jsou uchyceny pomoci laboratornich drzakd a laboratornich spojek do
laboratornich stojan(, pro zajisténi stability celé aparatury.
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Vodni para probublava destilacni barikou, ktera je zahtivana soubézné s vyvijeCem vodni pary. Destilacni
banka je vétSinou upevnéna vzhledem k ostatni aparatufe do Sikmé polohy proto, aby kapalina,
rozstfikovana proudem vodni pary, nevnikla do chladi¢e a neznecistovala tak kondenzat. Dalsi moznosti
prevence znecisténi kondenzatu je pouziti Claisenova ndstavce, ktery zvétSuje vzdalenost mezi kapalinou
a ustim chladice. Chladi¢ byva standardné zakoncen alonZi a jimaci nddobou.

-

Obr. 3: Destilace s vodni parou. A — vafi¢ nebo topné hnizdo; B — varna barka; C — laboratorni drzak;
D — pojistnd trubice a trubice pro vedeni vodni pary; E — trojhrdla barika; F — Claisen(iv nastavec;
G — teplomér; H — Liebiglv chladi¢; | — laboratorni drzak pro chladic; J — alonz; K — Erlenmayerova barka.

UKOL C. 1: Izolace hrebickové silice z hirebitku destilaci s vodni parou

V tomto cviceni lze izolovat silice z dalSich volitelnych zdrojt (levandule, kmin apod.),
teoreticka priprava je zde hodnocena 20 kladnymi body.

Hrebickova silice je homogenni smés o slozeni eugenol (85-90 %), acetyleugenol (9-10 %) a malé
mnozstvi jinych [atek. Latky pfitomné v této smési maji teploty varu 254 °C pro eugenol a 281-286 °C pro
acetyleugenol. Obé tyto latky jsou ve vodé pouze velmi madlo rozpustné. Hustota téchto latek se
pohybuje v rozmezi 1,079 g-ml? pro acetyleugenol a 1,067 g-ml* pro eugenol pfi 25°C.

OH 0 CHz

M

HsC™ O
HZC/ OCH3 OCH3

eugenol acetyleugenol
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Pfi teploté varu vody vsak obé tyto latky maji zna¢nou tenzi par a Ize je proto z hiebicku snadno
vydestilovat s vodni parou pfi teploté nizsi nez 100 °C. Ze ziskané vodni emulze se silice vyextrahuje do
vhodného rozpoustédla. Ndslednym oddestilovanim rozpoustédla z extraktu je docileno jeho zahusténi.
Timto postupem lze ziskat Cistou hrebi¢kovou silici skladajici se prevdiné z eugenolu a acetyleugenolu.

Eugenol je fenolicka latka obsazena hlavné v nezralych plodech rostlin ¢eledi Myrtaceae jako je Pimento
officinalis ¢i Caryophyllum aromaticum u nas znamych jako nové koreni (jamajsky pepr) a hrebicek.
Z pohledu chemického se jednd o derivat guajakolu s allylovym ftetézcem, ktery nalezi mezi
fenylpropanoidy. Vzhledem se jedna o bezbarvou aZz bledé Zlutou olejovitou kapalinu prijemné,
hrebickové viiné. V soucasné dobé se pouziva v zubnim |ékarstvi jako lokdlni anestetikum a rovnéz
pUsobi jako aktivator Zaludecnich travicich enzym a s tim také souvisi obliba téchto druh( kofeni témér
ve vSech svétovych kuchynich.

LABORATORNiI POMUCKY:

Alonz (velkd a mald) Liebiglv chladi¢ (velky a maly)
Claisendv nastavec (velky a maly) Mikrozkumavka

Délici nalevka se sklenénou zatkou (250 ml) Odmérny valec (25 ml)
Erlenmayerovy barky (100 ml) Pasteurova pipeta

Filtracni kruh stredni Sklenéné zatky 14/15

Gumové hadice Sklenéné kulicky/varné kaminky
Hrnec pro vodni lazen Teplomér do 150°C

Kadinky (50 ml, 100 ml, 250 ml) Treci miska s tlouckem
Laboratorni IZi¢ka Topné hnizdo na 250ml bariku
Laboratorni spojky Topné hnizdo na 500ml barku
Laboratorni stojany Trojhrdla barika (500 ml)
Laboratorni svorka mala Varné barky (100 ml, 250 ml)
Laboratorni svorka pro chladic Varic

Laboratorni svorky stfedni Vazenka

Zvedak pro topné hnizdo Vyvije€ pary (zatka + sklenéna trubice)

CHEMIKALIE A BIOLOGICKY MATERIAL:
Hiebicek

Hexan

POSTUP:

POZOR: Hexan je hoflavina I. tfidy, nepouzivejte v blizkosti prace s nim otevieného ohné.
Zabraiite, aby se dostala voda dovnitf topného hnizda.
Pokud se tak stane, okamZité odpojte hnizdo z elektrické sité.

1. Navazte 10 g hiebicku a dlkladné jej rozetiete v tfeci misce za pomoci tloucku.

2. Sestavte destilacni aparaturu pro destilaci s vodni parou dle obrazku 3. JelikoZ se jednd o
zabrusovou aparaturu, neni nutné ji utésnovat parafilmem. Chladi¢ napojte dle Sipek na pfrivod
chladici vody a odvodni hadicku z chladi¢e umistéte do odpadu. Obé bariky umistéte do topnych
hnizd. Zabrusy promazte jemnou vrstvou silikonu. Aparaturu sestavujte soubéiné s umisténim
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10.

chemikalii do pfislusnych banék (popsdno v bodé 3 a 4). Po sestaveni nechte aparaturu zkontrolovat
vedoucim cviceni.

Vyvije€ vodni pary naplrnte do % destilovanou vodou a na jeho dno umistéte sklenéné kulicky (varné
kaminky).

Do trojhrdlé bariky nasypte rozetfeny hiebicek a pfilijte 100 ml destilované vody.

Mirnym proudem pustte do chladi¢e vodu a zapnéte vyhfivani vyvijece vodnich par na plny vykon.
Zaroven zapnéte vyhfivani trojhrdlé barky na % vykon. V pribéhu destilace neustale kontrolujte
aparaturu, pripadné regulujte teplotu vyhfivani dle pokynl vedouciho cviceni.

Po pfiblizné 30 minutach na zakladé pokynl vedouciho cviceni ukoncete destilaci a nechte
destilaéni aparaturu ochladit.

Ze ziskané smési vody a silice vyextrahujte silici hexanem dle nasledujictho postupu.
Predestilovanou smés nalijte do uzaviené délici nalevky, pridejte k ni 15 ml hexanu a po uzavieni
nalevky zatkou obsah d(ikladné protrepte (viz tloha €. 5 — Extrakce).

Pozor na vnitini pretlak, ktery je nutné priibézné uvoliiovat otocenim nalevky dnem vzhiiru a
otevienim ventilu. Pfed zapocetim extrakce upozornéte vyucujiciho a zajistéte dostatecny
pfisun ¢erstvého vzduchu otevienim okna.

Po dlkladném protrepani vyckejte, aZ se v nalevce vytvoti rozhrani dvou vrstev. Spodni vrstvu, tj.
vodu se zbytkem silice odlijte do kadinky. Spolu se spodni vrstvou mlzZete odlit i malou ¢ast horni
vrstvy pro zajisténi, Ze v horni vrstvé nebude ani ¢ast spodni vrstvy. Roztok silice v hexanu (horni
vrstva) pak prelijte do suché Erlenmayerovy barky. | minimalni mnoZstvi vody zpUsobi zakaleni
silice po oddestilovani hexanu. Extrakci zopakujte jesté dvakrat vidy s novym podilem hexanu, ktery
pridavate k vodné fazi. Jednotlivé podily silice v hexanu spojte dohromady.

Sestavte aparaturu pro destilaci za normdlniho tlaku podle obrazku 2. JelikoZz se jedna
o zabrusovou aparaturu, neni nutné ji utésinovat parafilmem. Bariku misto do topného hnizda
umistéte do vodni lazné (hrnec s vodou umistény na vatici). Roztok silice v hexanu prelijte do malé
zabrusové barnky (100 ml), na kterou nasadite Claisentv nastavec s vodnim chladi¢em zakoncenym
alonzi a barkou na kondenzat.

Banku zahfivejte opatrné na vodni lazni (vafic s hrncem). Béhem destilace je nutno regulovat
teplotu vodni lazné. UdrZujte ji mezi 80-90 °C, voda tedy nesmi vfit. Zaroven sledujte teplotu v
destilacni aparature a v prabéhu destilace odectéte na teploméru teplotu varu hexanu. Jakmile
prestane hexan destilovat, destilaci zastavte a nechte aparaturu zchladnout.

Pomoci Pasteurovy pipety prevedte silici do pfedem zvaiené mikrozkumavky (na analytickych
vahach) a urdete jeji objem (podle stupnice na mikrozkumavce) a hmotnost (zvazenim na
analytickych vahach). Oddestilovany hexan prelijte do Iahve k tomu urcené.

VYHODNOCENI:

el o

Vypocditejte vytéZzek hrebickové silice na jeden gram odvazeného hrebicku.

Vypocitejte hustotu hrebickové silice.

Stanovte teplotu varu hexanu a srovnejte ji s tabulkovou hodnotou.

Zamyslete se nad tim, pro¢ je vyhodnéjsi destilaci s vodni parou provadét vyse popsanym a
provedenym zplisobem nez destilovat danou latku spole¢né s vodou v jedné barce.

Do protokolu se pokuste odvodit systematické nazvy eugenolu a acetyleugenolu dle platného
nazvoslovi.
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V pfipadé, Ze jste pracovali s alternativnim vychozim materidlem, otazky ve vyhodnoceni analogicky
upravte.

89



8. Uprava biologického materialu, precipitaéni techniky, dialyza,
centrifugace, ultrafiltrace

Uprava biologického materialu

viz kapitola 6. Izolace nukleovych kyselin

- Mleti, homogenizace, centrifugace

Precipitalni metody

V pocatecnich fazich izolaci biopolymer( jsou vétsinou pouzivany méné pracné metody fazové separace,
jako jsou precipitace (frakcionace), dialyza ¢i vsadkova adsorpce. Tyto metody nemaji zpravidla velké
rozliSeni, umoziuji vSak snadné a rychlé zakoncentrovani preparatu po zakladni extrakci biologického
materialu. SraZeni se provadi pomoci neutralnich soli, zménou pH, organickymi rozpoustédly ci
teplotou.

Rozpustnost protein( ve vodnych roztocich zavisi na jejich solvatacnim obalu, tj. vrstvé molekul vody
a iontq, které obaluji jejich molekuly. Pri¢inou solvatacnich oballl jsou elektrostatické sily mezi polarnimi
strukturami proteini a dipdly vody. Rozpustnost proteinti se s rostouci koncentraci soli zpravidla
nejprve zvysuje (vsolovaci efekt), prochazi maximem a posléze klesa (vysolovaci efekt). Vsolovani je
zpUsobeno vytvorenim iontového oblaku kolem ionizovanych skupin biopolymerl — dochazi ke snizeni
interakce nabitych skupin biopolymerl mezi sebou a zvyseni interakci s rozpoustédlem. DalsSim
pridavkem neutralni soli se snizuje tloustka solvatacniho obalu a efektivni koncentrace vody, a tim se
snizuje i rozpustnost proteinu. Charakter zavislosti rozpustnosti na koncentraci soli je uréen nejen typem
biopolymeru, ale i typem soli a hodnotou pH. Nejnizsi je rozpustnost v izoelektrické m bodé, tj. hodnota
pH, pti které ma molekula biopolymeru neutralni naboj.

Pti frakcionaci organickymi rozpoustédly misitelnymi s vodou (methanol, ethanol, aceton) se vyuziva
rozdilna rozpustnost proteinl v téchto rozpoustédlech a ve vodé. ZvySovanim koncentrace organického
rozpoustédla se zmensuje i solvatacni obal kolem molekul proteind, coZ nakonec vede k jejich vysrazeni.
Frakcionace organickymi rozpoustédly se mlize kombinovat se zménami koncentrace soli, pH a teploty.

Tepelna denaturace nezadoucich latek

Tato metoda se pouZivd zejména pfi izolaci nékterych termostabilnich enzym( v pocatecnich fazich
purifikaéniho procesu. Casto se do roztoku pfidava substrat, koenzym nebo inhibitor pfisluiného
enzymu, nebot pfitomnost téchto latek vede k tvorbé komplexd enzym — ligand, které se zpravidla
vyznacuji zvySenou odolnosti vic¢i denaturacnim vliviim. Roztok je zahtivan po jistou dobu na uréitou
teplotu, pak je rychle ochlazen v ledové lazni a koagulované balastni biopolymery, zejména termolabilni
proteiny, se odstrani centrifugaci nebo filtraci. Jako pfiklad mlzZeme uvést pfipravu kvasnicné
alkoholdehydrogenasy, kdy se extrakt v prostredi pyrofosfatového pufru zahteje po dobu 15 minut na
teplotu 55 °C na vodni lazni, a balastni proteiny se odstrani centrifugaci.
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Vysolovani biopolymerd neutralnimi solemi

Precipitovatelnost urcitého proteinu z vodného roztoku je zavisld na druhu pouzité soli, iontové sile,
hodnoté pH, teploté a koncentraci protein(. Pfi vysolovacim efektu se uplatiiuje daleko vice povaha
aniontu neZ kationtu. Dvojmocné a vicemocné anionty precipituji proteiny vétSinou mnohem ucinnéji
nez anionty jednomocné. Nejc¢astéji pouzivanou soli pro vysolovani biopolymerd je siran amonny. Jeho
vyhodou je znaénd rozpustnost (napf. ve srovnani s Na,S0.), kterd je jen nepatrné zavisla na teploté, a
maly denaturacni vliv. Doporucuje se pouzivat dostatecné Cisty siran amonny bez obsahu kovovych
ionty, které by mohly interagovat s proteiny a katalyzovat nékteré oxidacni reakce. Jiné soli se pouzivaji
jen ve specialnich pripadech, napf. siran hofecnaty k izolaci y-globulinové frakce ze séra nebo chlorid
sodny k precipitaci fibrinogenu. Diky své velké kapacité a tlumivé schopnosti by byly fosfore¢nany
idedlnimi srazedly, ale pro svou $patnou rozpustnost se v praxi pouzivaji jen velmi omezené. Casto
pouzivanou soli pro precipitaci nékterych enzymd je i chlorid manganaty.

Vlastni precipitace se provadi tak, Ze se do roztoku biopolymer( sl zpravidla pridava po malych davkach
v pevném stavu nebo jako nasyceny vodny roztok za stalého michani, aby nedoslo k lokalnimu
presyceni. Vysolovani probiha pti konstantni teploté, chlazeni neni vidy nezbytné. Optimalni
koncentra¢ni rozsah pro frakcionaci daného proteinu je nutno najit empiricky. Mnozstvi siranu
amonného, potifebného k dosazeni urcitého stupné nasyceni, Ize snadno zjistit z tabulky 3. Po ptidani
takového mnozstvi siranu amonného, které odpovida 30% mnozstvi potfebného ke vzniku nasyceného
roztoku této soli (v praxi oznacovano jako 30% nasyceni), se srazeji nukleové kyseliny a pomérné malo
proteinl. Mezi 30—75% nasyceni pak precipituje vétsina proteind. V tomto rozmezi je tfeba nasyceni
zvySovat po pomérné malych ddvkach. Po pridani pfislusného mnozZstvi soli se roztok biopolymeru micha
jesté asi 20 minut a precipitat se oddéli centrifugaci. Pokud je dany biopolymer obsaZen v precipitatu,
Ize po rozpusténi srazeniny ziskat jeho koncentrovany roztok. Siran amonny se z roztoku oddéli vétSinou
dialyzou, gelovou chromatografii nebo ultrafiltraci.
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Tab. 3: Mnoistvi pevného siranu amonného, které je treba pfidat k jednomu litru roztoku, aby se
dosahlo Zadané zmény v procentech saturace roztoku siranem amonnym.

Vysledna koncentrace siranu amonného (% saturace)

10 15 20 25 30 33 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

0O | 56 | 84 (114144 (176|196 (209|243 |277|313|351(390|430|472|516|561 (610|662 (713|767

10 28 | 57 | 86 | 118|137 | 150 183|216 (251|288 326 | 365 | 406 | 449 | 494 | 540 | 592 | 640 | 694
15 28 | 57 | 88 | 107 [ 120|153 | 185|220 | 256 | 294 | 333 [ 373 | 415 | 459 | 506 | 556 | 605 | 657
_| 20 29 | 59 | 78 | 91 [ 123155189 |225(262|300|340 382|424 (471|520 (569|619
g 25 30 | 49 | 61 | 93 [ 125|158 (193|230 | 267 (307|348 (390 | 436 | 485 | 533 | 583
‘g 30 19 | 30 | 62 | 94 | 127 (162|198 | 235 (273|314 (356 | 401 | 449 | 496 | 546
Xl 33 12 | 43 | 74 | 107 | 142 (177 | 214 | 252|292 | 333 (378 | 426 | 472|522
% 35 31 | 63 | 94 | 129 164|200 (238|278 |319 (364 | 411 | 457 | 506
§ 40 31 | 63 | 97 [ 132|168 | 205 (245|285 (328|375 (420|469
§ 45 32 | 65 | 99 | 134 (171210250293 (339383431
§ 50 33 [ 66 | 101|137 176|214 | 256 | 302 | 345 | 392
§ 55 33 | 67 (103|141 (179|220 (264|307 | 353
£| 60 34 | 69 | 105|143 183 227 | 269 | 314
§ 65 34 | 70 (107 | 147 [ 190 | 232 | 275
% 70 35 | 72 111153 (194|237
-5°, 75 36 | 74 [115|155( 198
B 80 38 | 77 | 117 | 157
85 39 | 77 | 118
90 38 | 77
95 39

Srazeni biopolymerd ostatnimi latkami

Pomérné starou metodou je precipitace biopolymer( organickymi rozpoustédly. Tyto latky snizuji
dielektrickou konstantu prostredi, tim pfispivaji ke sniZzeni rozpustnosti a k vysrazeni biopolymeru
(zvysuji se elektrostatické interakce mezi nabitymi skupinami biopolymeru a molekuly se pak snaze
shlukuji do precipitujicich agregatu).

Pfi izolaci nukleovych kyselin se pouzivd srazeni koncentrovanym ethanolem (pro kvantitativni
odstranéni nukleovych kyselin z roztoku se casto pouzivaji ribonukleasy a deoxyribonukleasy). Pri
separaci proteinl se organickd rozpoustédla vyuZivaji malo, je zde nebezpeci denaturace, které se
sniZuje udrzovanim roztoku pfiteploté 0°C. Ethanolova precipitace ma vyhodu v tom, Ze odpada potreba
dialyzy. Kromé ethanolu se predevsim pro frakcionaci plasmovych (sérovych) proteini pouZiva
methanol, aceton a ether. Pfi separaci citlivéjsich proteinl jsou organicka rozpoustédla nahrazovédna
nékterymi kyselinami, jako je kyselina kaprylova, rivanol (2-ethoxy-6,9-diaminoakridinlaktat), nebo
organickymi polymery, napf. polyethylenglykolem.

Ke zvyseni specifiCnosti srazeni je mozné do roztoku pridat specifické ligandy bilkovin, napf. kofaktory
nebo zinecnaté ionty. V posledni dobé se také zacal pro nékteré kyselé proteiny pouzivat bazicky
protamin sulfat, nizkomolekuldrni protein izolovany z rybiho spermatu. Princip kyselé ¢i bazické
frakcionace spociva v pomalém okyseleni ¢i zalkalizovani roztoku biopolymerd na urcitou hodnotu pH
pomoci silné kyseliny ¢i zasady, na které se ponecha po urcitou dobu (1 hod) a po odstranéni vysrazenych
balastl se vrati na plvodni hodnotu.
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Pokud je cilem kvantitativni oddéleni biopolymerll zroztoku, tzn. deproteinaci, je tfeba pouZit
sloZitéjsich aniontd, které tvofi s proteiny tézko rozpustné komplexy (kyseliny trichloroctova, pikrova,
chlorista, fosfowolframova atd.). Tyto metody jsou pouzitelné tehdy, kdyZ neni zajem o biopolymery, ale
naopak o nizkomolekuldrni slozky biologického materialu.

Dialyza

Tato separacni technika vyuziva difiize nizkomolekuldrnich Iatek membranou nepropustnou pro velké
molekuly a Castice z roztoku o vyssi koncentraci do roztoku o koncentraci nizsi. V okamziku, kdy se
koncentrace latek prochazejicich membranou na obou strandch membrany vyrovnaji, proces se zastavi.
Molekuly protein( neprochazeji pro svou velikost otvory dialyza¢nich membran. Dialyza umoznuje
v biochemii napf. snadné oddéleni soli od roztokd protein (pfi vysolovani protein(i siranem amonnym),
uplatiuje se i pfi krystalizaci proteind. Nejcastéji se vyuZiva tam, kde chceme vysokomolekularni latky
zbavit nizkomolekuldrnich nedistot.

Drive se pouzivaly pro dialyzu membrany typu kolodium, celofan, pergamen anebo i membrany
zvifeciho plvodu (stfeva, vajecnd blanka, rGzné méchyre). Nyni jsou komeréné dostupné umélé
membrany s vhodnou velikosti pdri ve tvaru dlouhé trubice rlizného prlméru, béznym laboratornim
slangem jsou tyto membrany nazyvané dialyzacni stfeva. Potfebny dil dialyzacni trubice se odstfihne a
na jednom konci pevné zavdze nebo uzavie specidlni svorkou. Pfed naplnénim je tfeba novou trubici
vzdy poradné proplachnout a nechat chvili namocenou v destilované vodé — je tfeba vymyt glycerol,
kterym jsou trubice impregnovany. Po naplnéni preparatem urcenym k dialyze se uzavie i druhy konec
trubice a vloZi se do nadoby s vodou nebo pufrem o nizké iontové sile. BEhem dialyzy je tfeba myslet na
to, Zze ve sméru osmotického tlaku prochazeji molekuly vody, coz ma za nasledek naredéni vzorku a
zvétSeni jeho objemu, je tfeba stim béhem plnéni dialyza¢niho stfeva pocitat, aby nedoslo k jeho
poskozeni a ztraté vzorku. Je snaha o to, aby dialyza byla co nejrychlejsi. Rychlost dialyzy zavisi na
koncentracnim spadu (zpocatku je rychlejsi, postupné se zpomaluje), ktery je ovlivnén predevsim
pomérem objem( vné a uvnitf membrany. Rychlost tohoto procesu déle zavisi na teploté, na poctu a
velikosti porl v membrané, na sile membrany, na elektrickych interakcich mezi membrdnou a
difundujicimi ¢asticemi a na velikosti plochy membrany. Michani a obvykle i vyména kapaliny velmi
zrychluji postup dialyzy. ProtoZe dialyza trva zpravidla desitky hodin, provadi se obvykle pfes noc pfi
teploté 0-4 °C, aby se zabranilo denaturaci proteini a mnozeni mikroorganisma.

Ultrafiltrace

Podobné jako dialyza, pouZiva se ultrafiltrace pro separaci ¢i zakoncentrovani rozpusténych latek
s molekulovou hmotnosti vy$$i nez 10, Ultrafiltrace je proces, pfi kterém rozpoustédlo a rozpusténé
latky az do urcité kritické velikosti prochazeji membranou na zakladé tlakového gradientu, urc€ujicim
faktorem je poérovitost membrany. Pfi ultrafiltraci se mlzZe vyuZivat pozitivni nebo negativni tlak.
Pozitivniho tlaku se dosahuje inertnim plynem, prevazné dusikem, ktery se udrzuje nad filtrovanym
roztokem (retentat). Roztoky se filtruji pod tlakem 0,05 az 0,5 MPa nebo plUsobenim odstredivé sily v
centrifuze. Naopak negativni tlak se udrzuje pomoci vakua, které plsobi v prostoru jiz prefiltrovaného
roztoku (difuzat). Rozpoustédlo a rozpusténé latky s mensimi relativnimi molekulovymi hmotnostmi,
nez jsou pory v membrané, prochazeji do ultrafiltratu. Latky s vy$simi molekulovymi hmotnostmi se pak
nad membranou postupné zahustuji. Zakoncentrovany retentat lze zfedit Cistym rozpoustédlem a

93



pokracovat v ultrafiltraci. Tim se postupné snizuje podil nizkomolekularnich latek v retentatu. Pfi tomto
zplsobu dialyzy, nazyvaném diafiltrace, se poZadovaného vysledku dosahne za 1/10 az 1/100 casu
potfebného pro konvencni dialyzu.

Obr. 8: Zafizeni pro ultrafiltraci.

1 — elektromagneticka michacka; 2 — zasobnik na dusik; 3 — ocelova lahev s dusikem; 4 — regulator tlaku;
5 — elektromagnetické michadlo; 6 — tlakovy zabezpecovaci ventil; 7 — pfivodni hadice dusiku;
8 — ultrafiltraéni cela; 9 — sviraci stojan; 10 —  hadicka pro odtok difuzatu;
11 - ovladani rychlosti michani.

Hlavnim poZadavkem na membranovy filtr je, aby s dostatecnou rychlosti propoustél rozpoustédlo
(vodu) a nizkomolekularni latky a aby jeho péry mély standardni rozmér. Tyto vlastnosti nemaji klasické
celofanové i celulosové membrany pouzivané pro klasickou filtraci ¢i dialyzu, jejichz sténa ma sirku 0,1
—1,0 mm. Proto se membranové filtry zhotovuji z anizotropnich polymert se Sifkou stény 0,1 - 1,5 um.
S takovymi filtry by se vSak tézko manipulovalo, a proto se ptipeviuji na podptirny material, ktery ma
obvykle podobné chemické sloZeni a jeho pdry jsou podstatné vétsi nez pory ultrafiltru. Primér péra
membranovych filtr{i se pohybuje v rozmezi od 0,1 do 50 nm.

V biochemickych laboratofich se nejcastéji setkate s ultrafiltracnimi celami a filtry firmy Amicon
(Obr. 9). Tato firma dodava filtry s péry o pridméru 0,2 - 20 nm, které umoznuji délit latky s relativnimi
molekulovymi hmotnostmi od 500 do 300 000 Da. Podle typl jsou odolné vicéi vodé a rlznym
organickym rozpoustédliim, da se s nimi pracovat aZz do teploty 200 °C a Ize je vystavit plsobeni
zfedénych kyselin, hydroxid( a oxidacnich latek. Pfi spravném zachazeni se mohou ultrafiltry pouzivat
opakované mnohokrat za sebou. Pro Uc¢innou ultrafiltraci je tfeba zajistit, aby se zadrZované molekuly
nehromadily na povrchu filtru a nezacpavaly jeho péry, toho se dosahne kontinudlnim michanim nebo
probublavanim.
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Obr. 9: Ultrafiltracni cela Amicon 8200.
1 —viko; 2 — nddoba na retentat; 3 — nosi¢ membrdany s odvodnymi kanalky; 4 — spodni Sroub; 5 — stojan
na celu; 6 — magnetické michadlo; 7-8 — tésnéni; 9-10 — pfivod dusiku; 11 — odvod difuzatu.
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UKOL &. 1: Homogenizace semen jeémene, precipitace jejich proteind siranem amonnym
s naslednou dialyzou (a teoretickou ultrafiltraci na zarizeni Amicon)

Nabobtnala semena obilnin jsou vhodnym zdrojem pro studium enzymu aktivnich v ranych fazich vyvoje
rostlin, zejména pro vysoké aktivity a snadnou finan¢ni dostupnost. Nakliceny je¢men (slad) je také
vybornym zdrojem amylas, enzymd vyznamnych v technologické praxi, predevsim v lihovarnictvi
a pivovarnictvi. Ve sladu jsou zastoupeny dva enzymy, které stépi a(l-4) glykosidovou vazbu
polysacharidd:  a-amylasa  (1,4-a-D-glukan-glukanonhydrolasa; EC  3.2.1.1) a [P-amylasa
(1,4-a-D-glukan-maltohydrolasa; EC 3.2.1.2). Jak napovidaji systematické nazvy, prvni enzym Stépi
molekulu skrobu ve vnitini ¢asti fetézce za vzniku dextrinu (glukant), kdeZzto druhy odstépuje disacharid
maltosu z neredukujiciho konce retézce.

V tomto ukolu budete homogenizovat semena jemene v prostfedi Tris/acetatového pufru, nasledné
budete z homogenatu vysolovat proteiny siranem amonnym, ¢imz ziskate ¢astecné purifikovanou frakci
proteind. Findlni purifikaci (odstranéni amonnych iontl z vysolovani siranem amonnym) provedete
dialyzou v Tris/acetatovém pufru. Jinym zplGsobem findlni purifikace je ultrafiltrace za pouZiti
ultrafiltracni cely Amicon. Jelikoz je ultrafiltrace pro toto cviceni ¢asové narocna, vedouci cvi¢eni vam
nazorné ukaze a teoreticky vysvétli pouziti ultrafiltracni cely.

= r'y
Cistota

Finalni purifikace
- minimalizace kontaminant na stopové
mnozstvi (napf. dialyza, ultrafiltrace,
afinitni adsorpce, chromatografie,...)
Césteénd purifikace
- odstranéni vétsiny z velkého mnozstvi
nespecificka separace celych skupin latek od sebe
(napf. na zakladé rozpustnosti - vysolovani)

Extrakce

- Pfevod do homogenniho prostredi (lyza, homogenizace)
- Odstranéni nerozpustnych ¢asti centrifugaci

- Stabilizace (inhibiory proteas)

PoSet krokd
Obr. 10: Obecna strategie purifikace ve tfech krocich.

POJMY:

Precipitat, pelet — pevna, usazena ¢ast po centrifugaci

Supernatant — Cird kapalina nad precipitatem

Difuzat — kapalina prochazejici membranou pfi ultrafiltraci

Retentat — roztok vysokomolekuldrnich latek neprochdazejici ultrafiltratni membranou
a zGstavajici v ultrafiltracni cele.
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LABORATORNi POMUCKY:

Kuchyrisky mixér Odmérné valce
Centrifuga Ultrafiltracni cela Amicon
Treci miska s tlou¢kem Ocelova lahev s dusikem
Elektromagneticka michacka Predvazky
Elektromagnetické michadlo Zkumavky
Mikrozkumavky Pipety

Miska s ledem Kadinky

Dialyzacni strevo LzZicka

Spony na dialyzacni stfevo

CHEMIKALIE A BIOLOGICKY MATERIAL:

50 g nabobtnalych jeémennych obilek
0,1 mol-I* Tris/acetatovy pufr, pH 7,6 (pro homogenizaci)
Pevny siran amonny

SCHEMA EXPERIMENTU:

Homogenizace semen (rozemleti semen mixérem)

|
v

Extrakce (pfidavek 0,1 M Tris/acetatového pufru, 10 min)
|
Centrifugace (9500g, 10 min, 4 °C)
|

Supernatant (V=? ml)

}

Vysolovani (50% nasycenisiranem amonnym, 10 min)

l

Centrifugace (9500g, 10 min, 4 °C)

s T
‘/// e

Precipitat Supernatant(V=?ml) ——

|

Rozpusténi (0,02M Tris/acetatovy pufr) ——

|

Dialyza (0,02M Tris/acetatovy pufr, 30 min)

o
p— e e
" - —_—

Obsah streva (V=? ml) Dialyzacni pufr Cisty pufr

l l l

—

POSTUP:

1. Vodu z kddinky s nabobtnalymi semeny slijte, nabobtnald semena rozemelte pomoci kuchyfiského
mixéru a na predvazkach navazte presné 50 g této rozemleté kase.
2. Krozemleté kasi pFidejte dvojndsobny objem (100 ml) 0,1 mol-I Tris/acetdtového pufru, pH 7,6.

97



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Laboratorni technika

Kadinku s extraktem preneste do nadoby s ledem, extrakt zde ponechejte za ob¢asného michani
stat 10 minut.

Po deseti minutach extrakt (bez rozemletych semen) rozdélte do dvou (pfip. Ctyr) kyvet, které je
tfeba peclivé vyvazit na predvazkach. Plastovou kadinku s ndpisem ,VyvaZzeni” umistéte na
predvazky, vahy vynulujte. Kyvetu s extraktem umistéte do kadinky a spolecné s vickem ji zvazte.
Hodnotu si zapiste, tato hodnota musi byt stejna pro obé (ptip. vSechny ctyfi) kyvety!!!

Extrakt centrifugujte 10 minut pri 9500g a 4°C. Centrifugu vam dopredu vychladi (4 °C) vedouci
cviceni.

Vy si pouze zkontrolujte, zda vSechny nastavené parametry souhlasi (teplota, ¢as, otacky), na
panel centrifugy nesahejte ani nemanipulujte s nastavenim!!!

Po 10 minutach centrifugu oteviete, odsroubujte viko (to bezpecné poloZte na pevny a rovny
povrch stolu). Supernatant ze vSech kyvet opatrné prelijte do Cisté kadinky. V odmérném valci
zméite jeho objem. 0,6 ml supernatantu (extraktu) odeberte do mikrozkumavky (VZOREK C. 1).
Podle tabulky 3 zjistéte potfebné mnozstvi siranu amonného pro 50% nasyceni, toto mnozstvi
siranu amonného odvazte a dikladné rozetrete ve tfeci misce.

Extrakt prelijte do kadinky s elektromagnetickym michadlem a kadinku umistéte do misky s ledem
na elektromagnetickou michacku. Po dobu 10 minut postupné k extraktu pridavejte odvazené
mnozstvi siranu amonného, dalsi pridavek vidy az po rozpusténi predeslého. Béhem téchto
10 minut umyijte vSechny kyvety, které jste pouzili.

Extrakt s dokonale rozpusténym siranem amonnym rozdélte do dvou kyvet a centrifugujte
(9500g, 10 min, 4°C). BEhem téchto 10 minut si pfipravte 1 litr 0,02 mol-I" Tris/acetatového pufru,
pH 7,6, ktery ziskate Fedénim 0,1 mol-I"* Tris/acetdtového pufru, pH 7,6 (vypolet vdm zkontroluje
vedouci cviceni).

Ze supernatantu odpipetujte 0,6 ml do mikrozkumavky (VZOREK C. 2), zbytek odstrafite a
precipitat rozpustte v 10 ml 0,02 mol-I Tris/acetétového pufru, pH 7,6.

Z rozpusténého precipitatu odeberte 0,6 ml do mikrozkumavky (VZOREK C. 3). Zbytek
rozpusténého precipitatu pouzijte na dialyzu.

Opatrné rukou vytahnéte dialyzacni stfevo z roztoku 20% (50%) ethanolu.

Se stfevem pracujte velmi opatrné, aby nedoslo k jeho poskozeni!!!

Pomoci stticky s destilovanou vodou stfevo oplachnéte zevnitr i zvenci — oplach provedte 3x. Na
jeden konec stfeva poté upevnéte sponu a do stfeva nalijte destilovanou vodu, uzaviete stfevo
sponou i z druhé strany. Zkuste, zda stfevo neprotéka.

Misto vody do stfeva pfes malou nalevku nalejte 10 ml rozpusténého precipitatu.

Stfevo umistéte do 1 | kddinky. Do kadinky nalijte 900 ml 0,02 mol-I"? Tris/acetatového pufru pH
7,6. Nechejte dialyzovat v lednici (cca 30 min) a béhem této doby provedte odbér Cistého
dialyzaéniho pufru (VZOREK C. 6), ktery pouzijete jako slepy vzorek (BLANK). Dale dle pokyndi
vedouciho cviceni provedte sestaveni ultrafiltracni cely Amicon a seznamte se s dalSimi
moznostmi pouZivanymi pro zahustovani proteint a ultrafiltraci.

Ukoncete dialyzu. Ze stfeva odeberte veskery vzorek a zmérte jeho objem. Odeberte 0,6 ml
vzorku (VZOREK C. 4), dale odeberte 0,6 ml dialyzaéniho pufru, ve kterém dialyza probihala
(VZOREK C. 5).

Strevo dlkladné oplachnéte destilovanou vodou a vratte vedoucimu cviceni.

98



Laboratorni technika

UKOL &. 2: Stanoveni amonnych iontd reakci s Nesslerovym ¢inidlem

PRINCIP:

Amonné ionty reaguji s Nesslerovym ¢inidlem (tetrajodortutnatan draselny) za vzniku
cervenohnédého produktu, ktery Ize stanovit spektrofotometricky s absorpénim maximem pfti 436 nm.

NHj + 2HgI?™ + 40H™ - NH,I - Hg,0 + 71" + 3H,0
LABORATORN{ POMUCKY:

Zkumavky
Pipety
Spicky
Vortex

CHEMIKALIE:
Nesslerovo cinidlo pro detekci amonnych iontl
POSTUP:
POZOR: P¥i praci s Nesslerovym cinidlem pouzijte rukavice!!!

Do 6 zkumavek oznacenych 1-6 pipetujte 1,5 ml destilované vody.
Ptidejte 0,5 ml odebranych vzork.

Do kazdé zkumavky ptidejte 0,1 ml Nesslerova Cinidla

Po 5 minutdch obsah zkumavek promichejte na vortexu.

vk wN e

Porovnejte kolorimetricky zabarveni v jednotlivych zkumavkach. Zbarveni zkumavek vyfotte.

VYHODNOCENI:

1. Do protokolu vlozte foto zbarveni jednotlivych vzork( po pfidani Nesslerova ¢inidla. Okomentujte
jednotliva zbarveni.

2. Srovnejte promérené vzorky — ktery vzorek by mél byt nejvice zbarveny a proc¢? Odpovida
predpoklad Vasim vysledklim? Pokud ne, zdGvodnéte.

UKoL C. 3: Stanoveni obsahu proteint Bradfordovou metodou
(teorie viz Uloha €. 2 Spektrofotometrickd méreni)

LABORATORNi POMUCKY:

Zkumavky Vortex

Pipety Kyvety

Spicky Spektrofotometr Lightwave I

CHEMIKALIE A BIOLOGICKY MATERIAL:

Bradfordovo Cinidlo pro méfeni koncentrace protein(
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POSTUP:

1. Sedm sklenénych zkumavek popiste Cisly 1-7.

2. Do zkumavky €. 1 pipetujte 20 ul extrakéniho pufru. Tato zkumavka bude slouzit jako BLANK.

3. Do zkumavek ¢&. 2-3 pidejte 20 pl extraktu z jeémennych obilek (VZOREK C. 1).

4. Do zkumavek ¢&. 4-5 pfidejte 20 ul supernatantu po vysoleni (VZOREK C. 2).

5. Do zkumavek ¢. 6-7 pridejte 20 pl odsoleného vzorku z dialyzy (VZOREK C. 4).

6. Do vsech zkumavek pipetujte 2 ml Bradfordova Cinidla.

7. Obsah zkumavek promichejte na vortexu a nechejte stat 5 min pfi laboratorni teploté.

8. Zapnéte spektrofotometr. Vyberte moznost Applications (1), dale zvolte Single wavelenght (1),
nastavte vinovou délku 595 nm, potvrdte zelenym tlacditkem OK.

9. Do kyvetového prostoru umistéte kyvetu se slepym vzorkem (BLANK). Pfed tim, neZ kyvetu vloZite
do spektrofotometru, je nutné se ujistit, Ze kyveta je zvenku sucha, pfipadné ji osusit papirovym
ubrouskem.

10. Zmacknéte modré tlacitko pro blank.

11. Vzorek z kyvety vylijte a nahradte postupné vzorky ze zkumavek 1-6. Pro méreni stisknéte zelené
tlacitko. Namérené hodnoty absorbanci si zapiste.

VYHODNOCENI

1. Urcete obsah proteintd v 1 ml extraktu, v 1 ml supernatantu po vysolenia v 1 ml vzorku po dialyze.
Pro vypocet vyuzijte kalibracni kfivku na BSA, kterou jste ziskali v Uloze 2. Spektrofotometricka
méreni. Pokud byla vase kalibraéni kfivka nepresna (konzultujte s vedoucim cviceni), pouZijte
rovnici pro stanoveni y = 0,0029x+0,0125. Nezapomernite, jakd mnoZstvi vzorkd z celkového
objemu jste ke stanoveni pouzili.

3. Vypocitejte celkové mnozstvi extrahovatelnych proteinli v jednom gramu obilek.

4. Vypocitejte procentualni mnoZstvi proteind, které izolujete z extraktu po 50% vysoleni siranem
amonnym a kolik proteini z(istane v supernatantu po vysoleni. Nezapomente, Ze jste precipitat
rozpoustéli v 10 ml pufru.

5. Popiste a zhodnotte purifikacni proces (vyuzijte vysledk( reakce s Nesslerovym Cinidlem).

6. Navrhnéte alternativni kroky, které byste mohli pouzit pro homogenizaci, precipitaci a odsoleni
izolovanych proteind.

7. Zamyslete se a s pomoci literatury vypiste biologicky aktivni latky, které jsou pfitomné v obilkach.

Zkuste se zamyslet nad jejim kvantitativnim obsahem.
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9. Titrace

Titrace (titracni stanoveni, odmérna analyza, volumetrie) je obecné pfimou kvantitativni metodou,
pomoci niz se stanovuje mnozZstvi jednotlivych sloZzek v analyzovaném vzorku. Tyto slozky byvaji
predem uréeny kvalitativné — tedy je stanovena pouze jejich pfitomnost ve vzorku. Titrace se provadi
v kapalném prostredi.

Titrani stanoveni vyuziva stechiometricky probihajicich analytickych reakci. Jsou zde dané podminky
pro tyto reakce:

o musi probihat jednoznacné (titracni ¢inidlo nesmi reagovat s vice slozkami ve vzorku),
o musi probihat dostatecné rychle (dosazeni rovnovahy by mélo byt limitovano jen michanim),
o nesmi byt ruseny vedlejsimi reakcemi

o musi probihat kvantitativné (rovnovaha reakce musi byt posunuta jednoznacéné smérem
k tvorbé produkt() s moznosti snadno identifikovat konec reakce.

Principem titrace je presné méreni objemu roztoku titra¢niho cinidla, které je postupné pridavano
napr. z byrety, k presné znamému objemu roztoku analyzovaného vzorku az do okamziku, kdy mezi
nimi probéhne kvantitativné chemicka reakce (tzv. bod ekvivalence). Diky znalosti objemu titracniho
¢inidla, jeho koncentrace a objemu roztoku analyzovaného vzorku, lze pomoci stechiometrickych
pomérl dané chemické reakce stanovit ekvivalent mnoiZstvi analyzované latky ¢i pfimo jeho
koncentraci.

Dle provedeni titracniho stanoveni rozliSujeme titrace:

A. Pfimé — titracni ¢inidlo se ptidava pfimo k roztoku analyzovaného vzorku az do okamziku, kdy
jsou latkova mnozstvi obou roztokl ekvivalentni

B. Nepfimé — k roztoku analyzovaného vzorku se pridava nadbytek titracniho cinidla, ¢imz se
vytvofi produkt, ktery se teprve pak titruje

C. Zpétné —k roztoku analyzovaného vzorku se pfida pfesny objem titracniho Cinidla v nadbytku,
probéhne kvantitativni reakce, poté se nadbytek titracniho cinidla titruje jinym titra¢nim
Cinidlem.

Urceni bodu ekvivalence

Vizualni indikace

Béhem vizualni indikace konce titrace se vyuziva vyrazné zmény ve vzhledu titrovaného roztoku. Tato
zména je zplisobena bud preménou samotnych reagujicich latek, nebo preménou pomocnych latek
pridavanych do roztokl (chemické indikatory).

Bezindikdtorové zplisoby urceni bodu ekvivalence

Nejznaméjsi z téchto vyuZivd pfi titracich odmérny roztok manganistanu, ktery pfi malych
koncentracich intenzivné fialové zbarvuje roztok. Pfi titracich v kyselém prostredi se ¢inidlo redukuje
na bezbarvé ionty manganaté, dokud je v roztoku stanovované redukovalo. Ukonceni reakce je
indikovano prvnim prebytkem cinidla, které zbarvi titrovany roztok riZzovo-fialové.
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Bez poutziti indikator( Ize zjistit konec titrace také u srazecich titraci halogenidd, kdy vznika zakaleny
koloidni roztok. Postupuje-li se po dostate¢né malych ptidavcich, dojde po mirném prekroéeni bodu
ekvivalence ke zfetelnému vycereni roztoku, srazenina ztrati koloidni charakter a koaguluje do vétsich
¢astic usazujici se suspenze.

Indikatorové zplisoby urceni bodu ekvivalence
Jako indikatory se pouzivaji l1atky stejného typu. Rozlisuji se tedy nasledujici indikatory:

o indikatory acidobazické - slabé organické kyseliny nebo zdsady, charakterizované
protolytickou rovnovahou, béhem titrace méni bravu v zavislosti na pH;

o indikatory metalochromni — komplex se stanovovanym iontem kovu je odliSné zbarveny od
iontu volného indikatoru (xylenolova oranz — z cervené (i fialové prechazi na Zlutou, murexid
— ze zluté ¢i Cervené prechazi na fialovou);

o indikatory srazecich titraci — tvofi s titracnim cinidlem barevné srazeniny, popf. rozpustné
barevné komplexy, nebo mohou zpUsobit zménu zbarveni srazeniny nebo roztoku v bodé
ekvivalence kvili adsorpci nebo naopak desorpci z ¢astic srazeniny;

o indikatory redoxni — redukovanda forma je barevné odlisSnd od oxidované formy (benzidin,
difenylamin, methylenovd modf — vSechny prechazi z bezbarvé na modrou); indikatory, které
mohou prechazet plynule z oxidované formy na redukovanou a naopak, se nazyvaji vratné
indikatory, existuji i indikatory nevratné.

Instrumentadlni indikace
Pfi instrumentalnich metodach indikace se sleduje pribéh titracnich kfivek méfenim zmén vhodnych
velicin, které se podle potfeby prevadéji na zmény elektrického signalu.

Potenciometrické titrace

ProtoZe podle Nernstovy rovnice potencial obecné zdvisi na koncentracich iontd v roztoku, lze
méfenim potencidlu pomoci vhodné indikacni elektrody sledovat i dalsi veli¢iny odvozené od
koncentraci, napf. pH, a indikovat tak prabéh vsech typu titraci.

Pro rovnovazny potencial elektrody pak plati, Ze:

E—EO-EIHM

’
zF Areak

kde:  E°...standardni elektromotorické napéti élanku
R ... molarni plynova konstanta
F ... Faradayova konstanta
a ... aktivita

PFi potenciometrické indikaci se do titrovaného roztoku ponofi referenc¢ni elektroda a vhodna indikacni
elektroda a pomoci potenciometru se méfi elektromotorické napéti ¢lanku v zavislosti na ptridaném
mnozstvi titracniho ¢inidla. Potenciometrickou titracni kfivku ukazuje Obr. 1.
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Obr. 1: Znazornéni potenciometrické titracni krivky. Titrace roztoku HCl roztokem NaOH.

Konduktometrické titrace

Konduktometrickd (vodivostni) indikace konce titrace se s vyhodou vyuZziva pfi titracich, kdy vznikaji
malo disociované nebo mdlo rozpustné produkty, coz je prevainé pfri acidobazickych titracich, kdy
vznikd malo disociovana voda, pfip. pfi chelatometrickych a srazecich titracich. Vodivost roztokl je
pfimo Umérnd koncentraci iontl, které jsou v roztoku pritomny. K titraci se pouZivaji co
nejkoncentrovanéjsi roztoky titranich cinidel, aby se zabranilo deformaci linearni zavislosti
zfed'ovanim titrovaného roztoku. Konec titrace se urcuje podle zlomu na titracni krivce.

Vi Vxaow

Obr. 2: Konduktometricka titracni kfivka. Titrace roztoku HCl roztokem NaOH.
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Metody titraéniho stanoveni a pouzivané indikatory

Metody titracniho stanoveni se podle principu chemické reakce, kterd béhem nich probiha, déli na
acidobazické, komplexotvorné, srazeci a oxidacné-redukéni.

Acidobazické titrace
Principem acidobazické titrace je neutralizacni reakce, kdy je kyselina (resp. zasada) titrovana zasadou
(resp. kyselinou).

H;0* + OH™ & 2 H,0

Jako acidobazické indikatory se vyuZzivaji slabé organické kyseliny nebo zasady. Odevzdanim, resp.
pfijmutim protonu prechdzeji na svou konjugovanou formu, priéemz tento prechod je doprovazen
zménou zbarveni. Toto zbarveni zavisi na poméru koncentraci ionizované a neionizované formy
indikatoru. Oblast pH, ve které nastava pozorovatelnd zména zbarveni indikatoru, se nazyva oblast
barevného prechodu indikatoru neboli funkéni oblast indikatoru. Indikator pro danou titraci se voli tak,
aby oblast barevného prechodu odpovidala pH v okoli bodu ekvivalence na titracni kfivce. V tabulce 2
je shrnut prehled nejpouzivanéjsich acidobazickych indikatord.

Tab. 1: Pfehled acidobazickych indikatort

- . Zbarveni
Indikator Funkcni oblast = —
kyselé formy zasadité formy
Thymolova modf 1,2-2,8 cervené Zluté
Methyloranz 3,1-4,5 cervené Zluté
Methylcervén 4,4-6,3 cervené Zluté
Bromthymolova modf 6,0-7,6 Zluté modré
Fenolftalein 8,2-10,0 bezbarvé cervenofialové
Thymolftalein 9,3-10,5 bezbarvé modré

Komplexotvorné titrace
Komplexotvorné titrace, jinak chelatometrie, je metoda zaloZend na tvorbé rozpustného komplexniho
iontu, kdy volny kationt stanovovaného kovu vymizi z roztoku.

Bod ekvivalence lze indikovat pomoci kovovych iontld, pficemz rozliSujeme kovové indikatory
jednobarevné (thiokyanatan, kyselina sulfosalicylovd) a metalochromni (obvykle slabé organické
vicesytné kyseliny, jejichz anionty jsou dle pH rGzné zbarvené — murexid, xylenova oranz).

Srazeci titrace
Srdzeci titrace jsou titrace zaloZené na vzniku malo rozpustnych sloucenin, kdy titrovana latka vymizi z
roztoku, protoZe je z néj vysrazena.

Prikladem je argentometrie, kterda vyuZivd tvorby nerozpustnych soli s kationtem Ag*. Titracnim
Cinidlem je zde roztok AgNOs. Argentometrie je vhodna pro stanoveni iontt CI, Br, I, CN°, SCN, aj.

Ag* +Cl- > AgCl |
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Oxidacné-redukéni titrace
Béhem oxidacné-redukéni titrace je titrovand latka zoxidovana (resp. zredukovana) oxidujicim (resp.
redukujicim) titracnim cinidlem.

Prikladem oxida¢né-redukéni titrace je jodometrie, coZ je souhrn odmérnych stanoveni zalozenych
jednak na redukci jodu na jodid v neutralnim prosttedi podle rovnice:

I,+2e -2
a také na oxidaci jodidu v kyselém prostiedi na jod podle rovnice:

21-2e>1,.

Vylouceny jod je dale titrovan odmérnym roztokem thiosiranu sodného za vzniku tetrathionanu
sodného:
Iz+2N325203—>2N31+Nazs406.

Indikator pouZivany béhem jodometrie je Skrobovy maz, ktery se barvi roztokem jodu modre, titrovat
je tfeba za studena. Skrob se skladd z amylosy a amylopektinu. Amylosa poskytuje s jodem intenzivné
modré zbarveni. Podstata reakce spocivd v tom, Ze molekuly jodu se dostavaji do vnitini dutiny
Sroubovice amylosy a vznikly tvar absorbuje svételné zareni. Stanoveni pfesné koncentrace jodu se
provadi odmérnym roztokem thiosiranu sodného o zndmé koncentraci.

Priprava titracnich cinidel

Volumetricka analyza zacina pripravou odmérnych roztok( o presné koncentraci. Diky znalosti pfesné
koncentrace a spotfeby odmérného cinidla je pak moZné spocitat koncentraci titrované latky. Proto je
dllezité vénovat tomuto kroku maximalni pozornost. Odmérné roztoky se zpravidla pfipravuji z
takovych latek, které maji jasné definovany obsah a Cistotu a ¢asem nepodléhaji zméndm. Neni-li
mozné takovou latku pouZzit, je tfeba po pripravé odmérného roztoku provést tzv. standardizaci. Jedna
se o proces, kdy je pfipravena pouze pfibliznad koncentrace titra¢niho ¢inidla a pfesna koncentrace je
uréena titraci standardu, tedy latky o presné koncentraci, ktera spliuje podminky o definovaném
obsahu, Cistoté a Casové stdlosti. Teprve po standardizaci a tim zjiSténi presné koncentrace odmérného
roztoku je mozné prejit k samotnému stanoveni koncentrace nezndmého vzorku.

Titracni Cinidla pro acidimetrii

Acidimetrie je metoda stanoveni zasad, jako titracni cinidlo se pouziva tedy kyselina. NejCastéji
pouzivanymi titracnimi cinidly jsou roztoky kyseliny chlorovodikové nebo kyseliny sirové o
koncentracich 0,05 aZ 0,1 mol-I*. Redénim koncentrovanych roztok( téchto kyselin se pFipravuji
titracni roztoky o ptiblizné koncentraci.

U alkalimetrie se pouzivaji nasledujici standardy:

1. hydrogenuhlicitan draselny (KHCOs) — odvaiené mnoistvi se po rozpusténi titruje podle
reakce:

HCO; +H*—-C0,+H,0 n(H*)=n(KHCO5)
2. ubhlicitan sodny (Na,COs) — zde probiha titrace podle reakce:

C0% +2H*—C0,+H,0 n(H*)=2-n(Na,C03)
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Titracni ¢inidla pro alkalimetrii

Alkalimetrie je metoda stanoveni kyselin, jako titracni ¢inidlo se pouzivaji roztoky zdsad. Nej¢astéji
pouzivanymi odmérnymi roztoky v alkalimetrii jsou roztoky alkalickych hydroxidd o koncentracich 0,05
az 0,1 mol-I\. Lze je pFipravit rozpu$ténim pevnych komerénich preparatQ, které viak i pfi nejvyssi
deklarované Cistoté obsahuji ¢asto jen kolem 90 % cistého NaOH nebo KOH, zbytek tvofi neurdité
mnozstvi vlihkosti a zejména uhli¢itan. Je tedy zfejmé, Ze koncentrace odmérnych roztokd hydroxidd
pfipravenych jakymkoliv zplisobem je jen pfiblizna a vZdy je nutné stanovit jejich pfesnou koncentraci.
Jako standardy se v alkalimetrii pouzZivaji:

1. hydrogenftalan draselny (KHFtal) — odvaZené mnoZstvi se po rozpusténi titruje podle rovnice:
HFTal+OH —FTal*> +H,0 n(OH")=n(KHFtal)

2. dihydrat kyseliny $tavelové (H,C;04:2H,0) — tuto slabou dvojsytnou kyselinu maZeme titrovat
do II. stupné odmérnym roztokem NaOH prostym uhli¢itanu dle rovnice:

(COOH),+20H —(C00)%3+2H,0  n(OH")=2-n[(COOH),-2H,0]

Vitamin C
Vitamin C se fadi mezi vitaminy rozpustné ve vodé a nej¢astéji je oznacovan jako kyselina L-askorbova.

Jedna se o y-lakton kyseliny 2-oxo-L-gulonové, jehoZz biosyntéza probiha u fady organismd, avsak
s vyjimkou clovéka, morcete, primatd, indického netopyra, nékterych ptakl a bezobratlych (Obr. 1).

UDP-D-glukosa D-glukosa-6-fosfat
N2 N2
UDP-D-glukuronova kyselina D-fruktosa-1-fosfat
N2 N2
D-glukuronova kyselina D-manosa-1-fosfat
N N
L-gulonova kyselina GDP-D-manosa
N2 N2
L-gulonolakton GDP-L-galaktosa
Ny
L-galaktosa-1-fosfat
N2
L-galaktosa
N2
HO L-galaktonova kyselina
o N
o] L-galaktonolakton
HO /
HO OH

Obr. 3: Schéma biosyntézy kyseliny askorbové u obratlovcti a rostlin.

Pod nazvem vitamin C je nejen oznacovana kyselina L-askorbova, ale také jeji cely reversibilni redoxni
systém zahrnujici produkty jeji oxidace — kyselinu L-monodehydroaskorbovou a kyselinu
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L-dehydroaskorbovou. Kyselina askorbova tvofi bezbarvé krystaly dobre rozpustné ve vodé (1 g na 3
ml vody), Spatné rozpustné v alkoholu (1 g na 50 ml) a ostatnich organickych rozpoustédlech.
Ve vodném prostiedi se chova jako stfedné silnd dvojsytna kyselina s disociacnimi konstantami
pKi=4,17 a pK, = 11,57.

Vitamin C je nejzndméjsi a nejrozsifenéjsi ze vSech vitamin(, jedna se o nejcastéji pouZivany
potravinovy doplnék. Priimysloveé se vyrabi z D-glukosy, kterad je katalytickou dehydrogenaci prevedena
na D-sorbitol. Poté nasleduje mikrobidlni oxidace diky Acetobacter suboxidans, ktera vede k produkci
L-sorbosy. L-sorbosa  vreakci sacetonem  vprostiedi  kyseliny  sirové  poskytuje
2,3:4,6-bis-(0-isopropyliden)-a-L-sorbofuranosu. Oxidaci tohoto produktu pomoci manganistanu
draselného v alkalickém prostredi se ziska kyselina diaceton-2-oxo-L-gulonova. Po hydrolyze chranicich
skupin (ketall) vznika kyselina L-askorbova.

Obsah vitaminu C v potravinach je velmi proménlivy, zavisi na geografickych podminkach, skladovani,
tepelné Upravé a na mnoha dalSich faktorech. Naptiklad varenim se nic¢i az 60 % vitaminu C, susenim
az 50 %, Setrnéjsi je duseni v pare. Nejsetrné;jsi k vitaminu C je mraZeni. Nejvice vitaminu C obsahuji
jesté nezralé zelené plody. Bohatym zdrojem vitaminu C jsou Sipky (8000 mg/kg), ¢erny rybiz (1360
mg/kg), natova petrzel (1369 mg/kg), avsak vzhledem k prileZitostné konzumaci malého mnozZstvi
nejsou prilis vyznamné pro pokryti denni potreby. Co se tyCe potravin Zivoéisného plvodu, vétsi
mnozstvi vitaminu C obsahuji jatra (hovézi 300 mg/kg).

Co se tyce doporuceného denniho davkovani vitaminu C, k prevenci proti kurdéjim (skorbut,
avitamindza C, projevuje se krvacivosti dasni) se doporucuje pfijimat 10-12 mg denné. Avsak pro
spravné fungovani organismu je tato davka nedostacujici. Podle vyhlasky Ministerstva zdravotnictvi
Ceské republiky je priimérna denni potfeba 60 mg. Hlavni funkci vitaminu C v lidském organismu je
Ucast v oxido-redukcnich déjich. Kyselina askorbova i jeji isomery a derivaty mohou reagovat s volnymi
radikaly, které zplsobuji oxidaci lipidd a dalSich oxidovatelnych sloZek potravin a plsobi jako
antioxidanty. Kyselina askorbova se podili rovnéz na hydroxylaci prolinu, aminokyseliny, ktera je hlavni
sloZzkou kolagenu nezbytného pojiva v klZi, kostech, kloubech, Slachach a chrupavkach. Pokud neni
vtéle dostatek vitaminu C, nedochazi khydroxylaci prolinu a Spatné se tvofi kolagen.
Je zndmo, Ze Zelezo obsaiené v ovoci, zeleniné a obilnindch se v téle pomérné Spatné vstfebava.
Vitamin C zlepsSuje vstifebdvani Zeleza aZ o 85 %, pfi jeho nedostatku se doporucuje zvysit pfijem
vitaminu C namisto zvySeni konzumace Zeleza. Dalsi funkci vitaminu C je napomahani syntézy karnitinu
z aminokyseliny lysinu. Karnitin transportuje mastné kyseliny do mitochondrii, kde dochazi k jejich
degradaci.

Vitamin C je rovnéZ bohaté vyuzivan v potravinarstvi, kde se radi mezi tzv. pfidatné latky (aditiva),
konkrétné do skupiny antioxidant(l. Oznacuje se jako E300, E301 znaci askorbat sodny, E304 estery
kyseliny askorbové askorbylpalmitdt a askorbylstearat. Diky svym vlastnostem — vitamin, antioxidant,
chelatacni Cinidlo, ma uplatnéni v konzervarenstvi, kvasné technologii a technologii masa, tukd a
ceredlii. Hydrofilni stl askorbatu sodného a lipofilni kyselina 6-palmitoyl-L-askorbova inhibuji vznik
nitrosamint v naklddaném mase a masnych vyrobcich. Hojné se pridavd do ovocnych dZus(,
konzervovanému ¢i mrazenému ovoci, aby nedoslo béhem skladovani a zpracovani ke zménam kvality.
V mnozstvi 20-30 mg/kg se pridava do piva pro zabranéni tvorby chladovych a oxidacnich zakald, také
nezadoucich zmén senzorickych vlastnosti. Kyselina askorbova je vyuzivdna rovnéz i pfi vyrobé vina,
kdy umoznuje snizeni pouziti oxidu sific¢itého k sifeni. V mnozstvi 10 — 100 mg/kg se pouziva v pekafstvi
jako prostredek zlepsujici pekarské vlastnosti mouky. Askorbylpalmitat se pouzivd v mnoZstvi 0,006 —
0,04 % jako antioxidant tuk.
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UKOL C. 1: Jodometrické stanoveni kyseliny askorbové

LABORATORNi POMUCKY:

Erlenmayerova barka Gumovy nastavec na sklenénou pipetu
Kadinky Svorky stredni

Odmérna banka Laboratorni stojan

Titraéni barika Spachtle

Odmérny valec (50 ml, 100 ml) Lzicka

Byreta s pfimym kohoutem Vazenky

Nedélené sklenéné pipety (5 ml, 10 ml) Michadla

Délena sklenéna pipeta (5 ml) Elektromagnetickd michacka

Sklenéna nalevka mala

CHEMIKALIE A BIOLOGICKY MATERIAL:

Thiosiran sodny Jéd
Uhli¢itan sodny Jodid draselny
Skrob Vitaminovy doplnék stravy

Kyselina sirova

POSTUP:

1) PRIPRAVA ROZTOKU

A. Priprava 100 ml odmérného roztoku thiosiranu sodného Na,S;03.5 H,0 (M,=248,17)

=

vk wnN

o koncentraci 0,025 mol-I*

Vypoctéte navazku thiosiranu sodného potiebnou k pfipravé 100 ml roztoku o koncentraci
0,025 mol‘I™.

Na pfedvazkach navazte vypocitané mnozstvi thiosiranu sodného.

Pro stabilizaci roztoku ptidejte Spetku uhli¢itanu sodného.

Rozpustte obé latky v 80 ml destilované vody za stalého michani.

Roztok poté prelejte do 100 ml odmérné bariky a doplrite po rysku destilovanou vodou.

B. Priprava skrobového mazu

1.
2.
3.

Navazte 0,1 g Skrobu a rozmichejte jej v 50 ml destilované vody.
Roztok 5 min povarte na vafrici, az bude roztok Ciry.
Nechte roztok 10 min zchladnout.

2) STANDARDIZACE ROZTOKU JODU

uhwn e

Do titracni barfiky odmérte 20 ml roztoku thiosiranu sodného.

Napipetujte 5 ml roztoku Skrobového mazu.

Do sklenéné byrety nalijte odmérny roztok jédu.

Opatrnym povolenim kohoutu korigujte hladinu odmérného roztoku po rysku.

Titrujte po kapkach do modrého zbarveni (Obr. 4), opakujte 2x, zapiste si spotiebu jodu.
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6. Vypocitejte presnou koncentraci jédu ze znalosti rovnice:

I, + 2Na,S,0; — 2Nal + Na,S,0,

Obr. 4: Modré zbarveni jako vysledek titrace roztoku thiosiranu roztokem jédem s vyuzitim skrobu
jako indikatoru.

3) JODOMETRICKE STANOVENI{ VITAMINU C

Pozn.: V této Uloze je moZné stanovit obsah vitaminu C (kromé tablet, které jsou k dispozici) i ve vami
dodaném vzorku (pokud mozZno prihledném a svétlém, ne modrém) jako jsou S$tavy, sirupy,
potravinové doplriky, apod. V kadince pfipravte jeden roztok ke stanoveni vitaminu C tak, Ze findlni
pfedpokladand koncentrace bude pfiblizné 100 mg ve 100 ml destilované vody. Pfidejte 10 ml roztoku
10% kyseliny sirové.

1. Do titracni banky odmérte 25 ml vaseho pfipraveného roztoku vitaminu C.
2. Napipetujte 5 ml roztoku Skrobového mazu.
3. Titrujte po kapkach do modrého zbarveni, opakujte 2x, zapiste si spotiebu jodu.

UKOL C. 2: Ddkaz ptitomnosti vitaminu C

LABORATORNi POMUCKY:

Sklenéné zkumavky Hrnec
Stojany na zkumavky Varic

CHEMIKALIE A BIOLOGICKY MATERIAL:

Vitaminovy doplnék stravy Fehlingovo Cinidlo 1 a ll
Dusic¢nan stfibrny Amoniak
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POSTUP:

1) Dtkaz redukci stfibrnych iontd

Vitamin C je silné redukcni Cinidlo, a proto Ize prokdzat zjisténim pritomnosti jim vyredukované latky
jako napfiklad vyredukovaného elementdrniho stfibra z roztoku dusi¢nanu stfibrného.

1. Do dvou sklenénych zkumavek pfidejte pomoci Pasteurovy pipety 3 ml roztoku dusi¢nanu
stfibrného a pridejte 5 kapek amoniaku.
2. K prvnizkumavce pfidejte 2 ml roztoku vitaminu C. Pozorujte srazeninu - stfibro je patrné jako

perletovd az ¢erna srazenina (Obr. 5) a pokud nevznikd hned, zkumavku zahtejte na vrouci
vodni [dzni po dobu 10 min.

Obr. 5: Kontrolni reakce dusi¢nanu stfibrného (vlevo) a srazenina redukovaného stfibra vitaminem
C (vpravo).

2) Dukaz Fehlingovym cinidlem

Pri vzniku Fehlingova Cinidla dochdzi nejprve k reakci mezi CuSO45H>0 a NaOH, kdy vznikd svétle
modrd sraZenina hydroxidu médnatého, kterd je v nadbytku rozpustnd za vzniku vinanu médnatého.
Redukéni ucinky kyseliny askorbové dokdZzeme reakci s Fehlingovym Cinidlem, kdy dochdzi k oxidaci
kyseliny askorbové na kyselinu dehydroaskorbovou a zdrovefi k redukci Cu?* na Cu* (konkrétné na
Cu,0, ktery mad oranZovou barvu).

1. Do dvou sklenénych zkumavek pipetujte pomoci Pasteurovy pipety 1 ml roztoku Fehlingova
Cinidla | a 1 ml roztoku Fehlingova ¢inidla Il.

2. Kjedné ze zkumavek pfidejte 2 ml roztoku vitaminu C.

Zkumavku zahtivejte na vrouci vodni lazni po dobu 10 min, pozorujte vylou¢enou srazeninu
(Obr. 6).

Obr. 6: Pozitivni reakce vitaminu C s Fehlingovym cinidlem (oranZova srazenina na dné) a negativni
kontrola (pouze Fehlingovo cinidlo).
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VYHODNOCENI:

1. Uvedte vysledky dikazovych reakci vit. C.
2. Vypoditejte mnoZstvi vitaminu C (M = 176 g-mol?) v jedné tableté vitaminového doplriku stravy
pripadné ve vasem vzorku a porovnejte s Udajem uvadénym vyrobcem.
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10. Zaklady prace s mikroskopem

Svételna mikroskopie

Svételnd mikroskopie je zakladni metodou pozorovani ve vsech biologickych oborech, jejichz
predmétem je burka (tkan, pletivo, mikroorganismus), protoZe rozliSovaci schopnost této metody
odpovida velikosti bunék a mnohych organel. Svételnd mikroskopie vyuziva k zobrazeni svételnych
paprsku (elektronova mikroskopie proudu elektron).

Podle osvétleni objektu se rozlisuje:

mikroskopie v prochdazejicim svétle (svétlo prochazi pozorovanym objektem);
mikroskopie v dopadajicim svétle (svétlo dopada shora na povrch objektu).

Patfi sem mikroskopie:

ve svételném poli;

v temném poli;

fazové kontrastni;

interferencni;

polarizacni;

fluorescencni;

v neviditelnych paprscich (UV, RTG, IC).

Podle osvétleni okoli objektu rozliSujeme:

mikroskopie ve svételném poli (zobrazeny objekt ma tmavy obrys a naléza se ve svételném
zorném poli). Tato metoda je zakladni a uzZiva se nejbéznéji.

mikroskopie v temném poli (svétly objekt je v ¢erném - temném poli). UZiva se pro zvlastni
pfipady.

SloZeni svételného mikroskopu (obr. 1)

Mechanické dily: stativ, noha stativu, Sroub pro hrubé a jemné zaostreni, stolek mikroskopu, vodic
preparatu, revolverovy méni¢ objektivli, objimka pro kondenzor, objimka pro filtr. U starych
mikroskop( Uchytka pro zrcatko, pruzinky pro ptidrzeni preparatu.

Optické dily: objektivy, okuldry, kondenzor s aperturni irisovou clonou. U starych mikroskopt zrcatko.

Osvétlovaci zafizeni: lampa v noze stativu s kolektorovou ¢ocCkou. Staré mikroskopy samostatnou
mikroskopickou lampu.

Clony: pod kondenzorem aperturni irisova clona, dale polni clona.

Objektiv je zakladni opticky prvek mikroskopu (Obr. 2). Vytvafi zvétSeny prevraceny obraz predmétu v
horni ohniskové roviné objektu. Tento obraz zvétSuje okuldr. Zvétseny obraz je registrovan ocni sitnici
nebo fotografickym filmem.
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Obr. 2: Objektiv.
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Ciselnd apertura

RozliSovaci schopnost objektivu je vyjadiena jeho Ciselnou (numerickou) aperturou A (apertura = lat.
otvor):

A=n-sinw

kde: n ... index lomu prostfedi mezi objektivem a preparatem (pro vzduch je n = 1, pro
imerzni olej a sklon =1,5)

w ... polovi¢ni otvorovy uhel, tedy polovina Uhlu, ktery sviraji protilehlé krajni paprsky
vychazejici z predmétového bodu (P) na optické ose mikroskopu a vstupujici jesté do
objektivu (O) — predmétovym bodem se rozumi kterykoliv bod ¢&i strukturu
mikroskopického objektu (Obr. 3).

Ciselnd apertura objektivu ma velky prakticky vyznam:

Urcuje rozliSovaci schopnosti a hranice uZitecného zvétseni.

Ovliviiuje svételnost mikroskopického obrazu: svételnost obrazu je pfimo iumérna ctverci A a
neprimo zvétseni objektivu

Ovliviiuje hloubku ostrosti. Snizenim A objektivu se zvétSuje tloustka zobrazené vrstvy
preparatu. Objektivy s velkou hodnotou A maji malou penetracni (pronikaci) schopnost,
zobrazuji velmi tenkou vrstviéku. Pro svilj zadsadni vyznam je Udaj A uveden na kazidém
objektivu vedle Udaje zvétseni.

Obr. 3: Ciselna apertura (A) objektivu zavisi na velikosti otvorového thlu (2 w) a na indexu lomu (n)
média mezi objektem (P) v preparatu (pr) a Celni ¢ockou objektivu (O). Paprsky vystupujici z bodu P
pod uhlem vétSim nez 2 w by se do objektivu nedostaly.
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Poznatky pro subjektivni mikroskopii Ize souhrnné vyjadfit pojmem rozliSivost mikroskopu (dm).
Veli¢ina dn informuje o tom, jaké nejmensi rozméry musi mit predmét, abychom jej pfi urcitém
celkovém zvétSeni mikroskopu dobfe rozlisili svyma o¢ima. Vypocita se podle vzorce:

_327 um
"M

kde: dm ... minimalni velikost pfedmétu v um;
327 um ... vzdalenost dvou bod(, které priimérné unavené oko rozlisi jako dva body ze
vzdalenosti 250 mm;
M ... celkové zvétseni mikroskopu

M=M pjektiva-Mokulsru-Zvetsovaci koeficient tubusu

kde:  zvétSovaci koeficient tubusu je roven 1 pfi dodrzeni predepsané
tubusové délky mikroskopu

Pfi subjektivnim mikroskopovani je celkové zvétseni voleno tak, aby hodnota rozliSivosti (dm)
odpovidala velikosti objektu.

Zakladni pravidla mikroskopovani

Do optické osy mikroskopu nastavime objektiv o nejmensim zvétseni (vétSinou 4x).

Osvétlime zorné pole a upravime rozestup okular.

Zkontrolujeme Cistotu optiky.

PoloZime na stolek prepardt a upevnime ho. Ota¢enim makroSroubu posouvdame stolek
s preparatem nahoru smérem k objektivu a pozorovanim zorného pole vyhleddvame dany objekt.

PwnNPR

Pozor! Nemame-li nastaveny nejmensi objektiv, mizZe se stat, Ze pfi posouvani stolku smérem
vzhiru a hledani objektu, narazime preparatem do objektivu a ten se poskodi!

5. Ovéfime, zdali vidime obéma ocima (okulary) stejné dobfre.

6. Makrometrickym Sroubem zachyceny obraz zaostfujeme, Sroubem mikrometrickym uz jen jemné
doostfujeme.

7. Pohybujeme prepardtem a patrdme po nejvhodnéjSim misté pro pozorovani. Toto misto
posuneme doprostied zorného pole.

8. Pro vlastni mikroskopovani vyménime objektiv podle potfeby za jiny a zkontrolujeme nastaveni
vhodné apertury. K zaostfeni pak jiz stac¢i mikrometricky Sroub.

9. Po nastaveni potfebného zvétSeni upravime vhodné intenzitu svétla a kontrast ovladanim clony,
pfipadné kondenzoru.

10. Pfi vlastnim studiu preparatd jemné pohybujeme mikrometrickym Sroubem a tak zaostfujeme
rlizné roviny v prepardatu. Pravou rukou mizeme kreslit.

11. Po ukonceni prace s mikroskopem, uvedeme pfistroj do zdkladni klidové polohy, tj. stolek pro
preparat umistime do nejspodnéjsi pozice a nastavime objektiv s nejmensim zvétsenim.

Formy zobrazeni mikroskopickych objektl jsou v podstaté Cctyfi: kresba, mikrofotografie,
mikrokinematograficky zaznam a videozaznam. Kterakoliv z uvedenych forem muZe byt v ¢ernobilém
nebo barevném provedeni.
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Udrzba mikroskopu

Cisténi optickych &asti se provadi vatovymi tampdnky nebo papirky na optiku stirdnim ze stfedu
smérem na periferii nebo ze stfedu po spirale. Lze pouzit komercné prodavané prostredky na Cisténi
optiky nebo smés isopropanol:destilovand voda (1:1) + kapka 1% roztoku dodecylsiranu sodného (SDS).
Cistici smés se nesmi nikdy aplikovat pfimo na optiku, ale pouze zvlh¢it €istici material. Nikdy se nesmi
pouzivat korosivni latky a rozpoustédla. Prach se odstranuje ofukovanim baldnkem. Z mechanickych
Casti se prach odstranuje jemnym Stéteckem.

Mikroskopicky preparat a objekt

Mikroskopicky preparat se sklada z podloiniho skla a kryciho skla, mezi skly je médium, v némz je
ulozen objekt. Preparat je zvedan zdsadné za hrany. Prepardty typu krevniho natéru se mohou
pozorovat bez kryciho skla. Dobte pfipraveny preparat je predpokladem dobrého zobrazeni objektu.

Mikroskopické preparaty se déli na:

Cerstvé — docasné (nativni)
trvalé (pracuje se s materidlem usmrcenym, fixovanym, konzervovanym)

Cerstvé preparaty umoziuji pozorovat pohyb a ¢innost celych bunék nebo organel. Nevyhodou je
omezeny vybér materidlu a ¢asové omezeni. K pripravé Cerstvych preparatl jsou vhodné izolované
bunky, c¢asti tkani a drobnohledni zivocichové. Preparaty prohliZime ve vodé nebo ve fyziologickém
roztoku. Fyziologicka media jsou:

pfirozena — krevni sérum, amniova tekutina
uméla — fyziologicky roztok, Ringertyv roztok aj.

U Cerstvych preparat( je Casto pouzivano tzv. vitaIni barveni, které se rozlisuje na:

intravitalni barveni — barveni Zivych, zcela neporusenych bunék (pf. prvoci)
supravitalni barveni — barveni pfezivajicich bunék vyfatych z téla
postvitalni barveni — barveni odumirajicich bunék

Pfiprava Cerstvého preparatu

Do stfedu podloZniho sklicka je kapatkem prenesena kapka vody nebo jiného media, do ni se
Stéteckem, preparacni jehlou nebo pinzetou vloZi pfipraveny vzorek. Byla-li kapka mald, pronikd
vzduch pod kryci sklicko, ten se odstrani prikdpnutim vody (média) tésné k okraji kryciho sklicka.
Naopak, je-li vody pod krycim sklickem vice a objekt se pohybuje, je tfeba prebyte¢nou vodu odsat
filtracnim papirem. Dostane-li se voda na svrchni stranu kryciho sklicka, je nutné zhotovit novy
preparat.

Kryci sklicko se poklada vzidy nejdfive Sikmo na hranu a pak se zvolna spousti na objekt!!!

Ptiprava trvalého preparatu

Trvaly preparat je uzavien do tzv. uzaviraciho média, kterym je nejcastéji kanadsky balzam. Pred
uzavienim se musi preparat odvodnit a to fadou alkoholl o vzestupné koncentraci. Trvalé preparaty
umoznuji nejen lépe rozlisit jednotlivé struktury, ale predevsim slouZzi jako dokladovy nebo
demonstracni material.
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Ptiprava tenkych fezl

K pripravé tenkych fezl je pouZito specidlnich mikrotomu (Obr. 4). Nejjednodussi ru¢ni mikrotom je
tvofen dutym valcem na hornim konci opatfenym ¢ernym hladkym stolkem, na spodnim otacivou
hlavici mikrometrického Sroubu, ktery ve svislém sméru pohybuje svorkou umisténou uvnitf valce. Do
ni se pomoci boéniho Sroubu upevni objekt, ktery se feze. Objekty se fezou bfitvou. Mokrym stéteckem
se fezy prenaseji do vody (média).

Rezdni objektd

volnou rukou ru¢nim mikrotomem strojnim mikrotomem

(ndz, siletka..) e

rotacny sdnkovy

Obr. 4: Typy mikrotoma.

Specificka barveni preparatu

U mikroskopickych pozorovani je ¢asté specifické barveni preparatd, které pomaha zviditelnit bunécné
struktury nebo organely. Kromé jiz zminéného vitalniho barveni se pouziva cela skala barviv, které se
déli podle naboje, zplsobu barveni nebo specifity vici bunéénym strukturam. Nejcastéji pouzivanou
skupinou jsou barviva specificka vici bunécnym jadram, jako napf. toluidinova modft, kterou budete
pouzivat v Uloze 11. (Mikroskopie a bunécny cyklus) k vizualizaci fazi bunécného cyklu.
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UKOL C. 1: Stavba rostlinné buriky, plasmolyza, deplasmolyza, plasmoptyza

Buniky z pokozky cibule jsou v jednom sméru protdhlé, maji velkou centralni vakuolu. Bunécna sténa je
stejnomérné silnd a mezibunééné prostory nejsou vyvinuty, coz souvisi s kryci funkci pokozkovych
bunék. Jadro se nachdzi pti bunécné sténé a je bochnikovitého tvaru.

V hypertonickém prostredi dochazi u bunék k tzv. plasmolyze, ktera je zplsobena tim, Ze voda je z
vakuol odsdvana. Vakuola se zmenSuje a cytoplasma se odchlipuje od bunécné stény. Po pfidani
destilované vody dochazi k deplasmolyze, burika se nachazi v hypotonickém prostfedi. Voda vnika do
vakuoly, kterd se zvétSuje a cytoplasma se dostava do plvodni polohy. Po déle trvajicim pozorovani
mohou buriky praskat a cervenofialovy obsah vytékd do okolni vody. Vlivem velkého osmotického tlaku
dochazi k prasknuti cytoplazmatické membrany i bunécné stény a nastava plasmoptyza.

LABORATORNiI POMUCKY:

Svételny mikroskop
PodloZni sklicka
Kryci sklicka
Pasteurovy pipety
Ziletka

Pinzeta

CHEMIKALIE A BIOLOGICKY MATERIAL:

Cibule se zbarvenymi suknicemi (v bunécné stavé obsahuji antokyan)
Roztok sacharosy o koncentraci 1 mol‘I*?

POSTUP:

1. Narezte si nékolik ¢tvereckl pokozky (asi 5 x 5 mm) pfimo na suknici tak, Ze ostrou Ziletkou
provedete nehluboké zarezy.

2. Pinzetou sloupnete vytiznuté ¢tverecky pokozky, které rychle prenesete na podlozni sklo do kapky
vody nebo do kapky roztoku sacharosy.

3. Pozorovany objekt prekryjte opatrné krycim sklickem. Pozorujte stavbu rostlinné buriky v kapce
vody a nasledné zmény v roztoku sacharosy.

4. Po ukonceni pozorovani pletiva v roztoku sacharosy ptikdpnéte na jednu stranu kryciho skli¢ka
kapku vody a k druhé strané pfilozte prouzek filtracniho papiru, ktery vysaje z prostoru pod krycim
sklem roztok sacharosy. Tento Ukon nékolikrat zopakujte. Pozorujte.

VYHODNOCENI:

1. Popiste a zakreslete tvar bunék pokozky cibule v izotonickém prostredi.
2. Zakreslete a popiste vliv roztoku sacharosy na pokozkové bunky cibule.
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UKOL C. 2: Charakterizace jednodéloZnych a dvoudé&loznych rostlin

A. Pozorovani priduchi

Praduch (stoma, mn. ¢islo stomata) je struktura vyskytujici se predevsim na listech vyssich rostlin, ktera
umoZiuje transpiraci a kontrolovanou vyménu plynl (predevsim CO, a O,) mezi mezofylem listu
rostliny a ovzdusim. Jsou tvoreny dvéma svéracimi burikami uzavirajicimi prdduchovou stérbinu. Pod
praduchovou stérbinou je v mezofylu dychaci dutina. Svéraci buriky maji nejcastéji ledvinovity tvar a
kromé vyrazné vakuoly obsahuji i chloroplasty. Otevirdni a zavirani stérbiny je vyvolano osmotickymi
stahy svéracich bunék a je ovlivnéno koncentraci osmoticky aktivnich latek, hladinou enzym( a
hormond, svétlem a obsahem vody v rostliné. Existuje vSak nékolik modell priaduch lisicich se
anatomickou stavbou a mechanismem pohybu svéracich bunék. TaktézZ velikost a pocet priduchi je
znacné variabilni a souvisi s polohou a vnéjsimi podminkami. Obvykle jsou prliduchy vyvinuty ve vétsim
zastoupeni na spodni strané listu, u jednodéloZznych rostlin jsou rozmistény na obou stranach
stejnomérné (Obr. 5). Na pozorovani praduchll se pfipravuje tzv. otiskovy preparat pokozky listu
vytvoreny pomoci bezbarvého laku.

jednodélozna rostlina dvoudélozna rostlina

Obr. 5: Praduchy na listech jednodéloZnych a dvoudéloznych rostlin.

LABORATORNi POMUCKY:

Svételny mikroskop
Podlozni sklicka
Pinzeta

Lepici paska

CHEMIKALIE A BIOLOGICKY MATERIAL:

List semenackl hrachu, kukufice ¢i fazolu
Bezbarvy lak na nehty

POSTUP:

1. Ufiznéte jeden list semenackl hrachu, kukufice.

2. Na spodni i vrchni stranu listu obou rostlin naneste tenkou vrstvu bezbarvého laku a nechte ho
uschnout.

3. Nasledné nalepte lepici pasku na zaschly lak, jemné pftitlacte tak, aby se lak zachytil na pasku, pak
ji odlepte a preneste na podlozni sklicko. Pozorujte.
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VYHODNOCENI:

1. Zakreslete a popiste sva pozorovani. Potvrdili jste rozdily v rozloZeni a v poc¢tu priduch( na listech
jednodéloznych a dvoudéloznych rostlin?

2. Bylo usporadani priduch( paralelni nebo nepravidelné? Pozorovali jste rozdily v anatomii
svéracich bunék?

B. Pozorovani rostlinnych pletiv a cévnich svazk( listu

Na povrchu listu je pokozka (epidermis) tvofena plochymi burikami (tzv. epidermalni buriky). Vné;jsi
sténa je kryta kutikulou. Zakladni pletivo listu je mezofyl (Obr. 6). Ten je v listu roz€lenén na palisadovy
parenchym a houbovy parenchym. U listG monofacidlnich je mezofyl tvofen palisddovym
parenchymem vyskytujicim se na obou stranach a uprostfed je houbovy parenchym. U listl bifacialnich
se jedno aZ vicevrstevny palisddovy parenchym nachazi na svrchni strané pod epidermis, je tvofen
valcovitymi, protahlymi bunkami tésné k sobé naléhajicimi a obsahuje velké mnozZstvi chloroplast(.
Houbovy parenchym obsahuje méné chloroplasti, je tvofen lalo¢natymi burikami a vytvari
mezibunécné prostory zajistujici dostate¢ny rozvod plynt a vody.

Obr. 6: Rostlinna pletiva na pficném fezu listu.
Zdroj: https://slideplayer.com/slide/10561918/).

LABORATORNi POMUCKY:

Svételny mikroskop Rucni mikrotom
Podlozni sklicka Ziletky

Kryci skli¢ka Stétegek
Pinzeta

CHEMIKALIE A BIOLOGICKY MATERIAL:

List semenackl hrachu, kukufice
Mrkev

POSTUP:

1. Ufiznéte asi 3cm Spalicek mrkve (pouZijte korkovrt velikosti 6) a nafiznéte jej asi do poloviny délky
Spalicku. Do zafezu vloZte pficné odrezany kousek listu semenackl hrachu, resp. kukufice, a mrkev
se segmentem upnéte do ru¢niho mikrotomu.

2. Ziletkou pFipravte co nejtenti piicné fezy listu, které vloZite do kapky vody na podloznim skli¢ku,
prekryjte je krycim sklickem a pozorujte mikroskopem.
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VYHODNOCENI:

1. Zakreslete a popiste sva pozorovani. Jak se lisilo rozloZeni rostlinnych pletiv v listech hrachu a
kukufice?
2. Na zakladé svého pozorovani popiste, jak se lisilo rozloZeni cévnich svazk( v listech rostlin.

C. Pozorovani usporadani cévnich svazk( ve stonku rostliny

Lignifikace je proces, pti kterém se do celuldzni kostry bunécné stény uklada lignin. K nejznaméjsim
histochemickym reakcim, které umoziuji identifikovat lignin, patfi napriklad reakce s floroglucinolem.
Tyto reakce nejsou pro lignin specifické, nybrz jsou reakcemi uvedenych cinidel s koniferylaldehydem
a jinymi pribuznymi latkami, které jsou stavebnimi kameny ligninu. Zdfevnatélé bunécné stény
obsahujici lignin se na fezu zbarvi Cervené az ¢ervenofialové.

jednodélozna rostlina dvoudélozna rostlina

Obr. 7: Usporadani cévnich svazkl ve stonku rostlin.
Zdroj: http://vsangiosperm.weebly.com/xylem-and-phloem.html)

LABORATORNiI POMUCKY:

Svételny mikroskop Kapatko
Podlozni sklicka Ruéni mikrotom
Kryci sklicka Ziletky

Pinzeta Stétecek

CHEMIKALIE A BIOLOGICKY MATERIAL:

Stonek semenackt hrachu, kukuftice ¢i fazolu
Mrkev

Floroglucinolové ¢inidlo

75% roztok glycerolu v 10% kyseliné sirové
25% kyselina chlorovodikova
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POSTUP:

1. Ufiznéte asi 3cm Spalicek mrkve (pouZijte korkovrt velikosti 6) a natiznéte jej asi do poloviny délky
Spalicku. Rukojeti Spachtle do jejiho stfedu udélejte zlabek. Do Zlabku vlozte 1,5 cm ¢dast stonku
(segment) a mrkev se segmentem upnéte do ru¢niho mikrotomu.

2. Ziletkou pfipravte co nejtenti piiéné tezy, které vioZite do vody.

3. Nasledné rezy preneste stéteckem do nékolika kapek floroglucinolu v Petriho misce.

4. Krezlim v misce prikdpnéte 1 kapku 25% HCI a nechte 2-5 minut plsobit.

5. Vybarvené fezy preneste do roztoku glycerolu v kyseliné sirové na podloZznim skle, prekryjte
krycim sklickem a pozorujte mikroskopem.

6. Pro kontrolu si nechejte nékolik fezu jen ve vodé a porovnejte s nabarvenymi fezy.

VYHODNOCENI:
1. Zakreslete a popiste sva pozorovani.
2. Pojmenujte buriky, u kterych byla prokdzana pritomnost ligninu.
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11. Mikroskopie a bunécny cyklus

Bunécny cyklus

Genetickd informace kazidého organismu je uloZena v nékolika (pfip. mnoha) molekuldch DNA
(deoxyribonucleic acid — deoxyribonukleova kyselina) neboli chromosomech. Napfiklad lidské buriky
obsahuji po 46 chromosomech, zatimco buriky cibule po 8 chromosomech. Sled pochodd, pfi kterych
kazda burka zdvojnasobi sviij obsah, véetné genetického materialu a rozdéli se na dvé dcefiné buriky,
se nazyva bunécny cyklus.

Bunéénym cyklem je nazyvan sled pochodl v bunce od skonceni jedné mitézy do konce mitdzy
nasledujici. Béhem bunécného cyklu burnka zndsobuje sv(j obsah DNA dvakrat a zdvojuje svou
cytoplazmu véetné organel. Po rovnomérném rozdéleni jadra a jeho obsahu (mitéza) dochazi
k samotnému fyzickému oddéleni bunék, kdy je mezi nové vznikajici buriky rozdélena cytoplasma a
organely (cytokineze). Mitéza a cytokineze tvofi dohromady tzv. mitotickou fazi (M-faze) bunécného
cyklu. Zbyla ¢ast bunécného cyklu se nazyva jako interfaze. Oznaceni pochazi z doby, kdy rozliseni pro
pozorovani bunék nebylo veliké a kromé syntézy DNA a samotného déleni nebylo béhem bunécného
cyklu nic vidét. Dnes je jiz zndmo, Ze je burika metabolicky aktivni béhem celé interfaze, kdy dochazi k
syntéze napf. nukleotidd a histond pro replikaci DNA, stejné jako mnoha dalsSich proteinQ i
nizkomolekularnich latek. Trvani bunééného cyklu i pomér jednotlivych fazi zavisi na typu bunky a
organismu.

Mitdza (M-faze) ma 4 hlavni faze: profazi, metafazi, anafazi a telofazi (Obr. 1) zakoncena cytokinezi
neboli samotnym rozdélenim bunky. Mezi profazi a metafazi je mezifaze nazyvand prometafaze.

interfaze profaze metafaze anafaze telofaze

INEI R
o (&) [f )

Obr. 1: Stadia mitdzy v rostlinnych bunkach.

Trvani bunécného cyklu (tzv. generacni doba buriky) je u rlznych bunék rlizna — zavisi na typu buriky
a na jejim fyziologickém stavu. Nékteré burky se déli nékolikrat za hodinu, jiné bunky se déli v fadu
dnd. U mnohobunécnych organismi byva pocet moznych déleni vyrazné omezen, velmi ¢asto se déleni
zastavi v momentu, kdy burika dosahne urcité specializace (typickym pfikladem jsou bunky nervovych
tkani a buriky svalovych vldken). Rist organismu a zvySovani poc¢tu bunék zpravidla zajistuji kmenové
buriky nebo meristémy.
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Obr. 2: Stadia mitézy v burikach endospermu rostliny Haemanthus (bélokvét). A — interfaze, B —

profaze, C — prometafaze, D — metafdze, E — anafaze, F — telofaze.

Zdroj: De Mey, J., Lambert, A. M., Bajer, A. S., Moeremans, M., & De Brabander, M. (1982). Visualization of microtubules in
interphase and mitotic plant cells of Haemanthus endosperm with the immuno-gold staining method. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 79(6), 1898—1902. https://doi.org/10.1073/pnas.79.6.1898

Interfaze

Interfaze je nejdelsi fazi bunééného cyklu (asi 90 % doby), biologicka aktivita burky je v této fazi velmi
vysoka (obdobi kontinuélniho rlstu buriky).

Interfaze se déli na tfi Casti: Gi, S a G,. BEhem G;-faze (z angl. Gap = mezera) probiha syntéza bilkovin,
DNA polymerasy, syntéza RNA a tubulinu. BEhem S-faze (synteticka faze) je syntetizovand DNA. Béhem
G,-faze probiha metabolicka aktivita a rdst bunky. BEhem G;-faze a G,-faze mohou buriky prechazet
(reverzibilné) do klidové Go-faze (v G,-fazi pouze rostlinné bunky, Zivocisné bunky v obou fazich).

Na konci interfaze se v burice nachazi jedno nebo vice jadérek a jeji jadro je obklopeno jadernou
membranou. U ZivociSnych bunék se na vnéjsi strané jaddra nachazi dva centrozomy, které byly
duplikovany béhem interfaze a u Zivocichl obsahuji dvojici centriol. Kolem centrozom( se nachazi
kruhova rada mikrotubull (vzniklé polymeraci tubulinu) nazyvana astrosféra (astery).

V této fazi jesté nelze jednotlivé chromozomy rozlisit mikroskopicky (viz Obr. 2A), protoZe jsou tvoreny
tenkymi pomérneé volné spiralizovanymi chromatinovymi vldkny.
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Mitéza (M-faze)

Mitotické déleni se objevuje u eukaryot a je evoluéni adaptaci spojenou s problémem presného
rozdéleni genetického materidlu jadra do dvou dcefinych bunék. Zakladni princip pribéhu mitdzy u
eukaryot je obdobny, i kdyZ se mGze u rliznych organismd mirné lisit.

Jak jiz bylo zminéno, mitdza se déli do 4 fazi s jednou mezifazi (profaze, prometafaze, metafaze,
anafaze, telofaze), po mitdze probiha vlastni déleni buriky (citokineze).

Frekvenci mitéz v Zivocisné tkdni nebo v rostlinném pletivu udava tzv. mitoticky index (Ml), ktery je
dan pomérem poctu bunék, které se nachazeji ve stadiu mitdzy, k celkovému pocétu bunék. Mitoticky
index odrazi proliferacni aktivitu tkané nebo pletiva. Mitoticky index zavisi na délce trvani mitézy a na
délce interfdze a zpravidla se udava v procentech délicich se bunék k celkovému poctu sledovanych
bunék.

MI [%]=-100,

kde: M ... pocet bunék v mitdze,
N ... poCet vSech bunék.

Profdze

Béhem profaze dochazi k rozpadu endoplasmatického retikula a Golgiho aparatu na mensi fragmety,
v jadru mizi jadérka. Chromozomova vlakna se vice spiralizuji (kondenzuji) a vytvareji jednotlivé
chromozomy, které jsou jiz viditelné pti pozorovani svételnym mikroskopem (Obr. 2B). Kazdy zdvojeny
chromozom je tvofen dvéma sesterskymi chromatidami, které jsou propojeny po celé délce za pomoci
proteinu kohezinu, kazdad chromatida nese specifickou oblast primarni konstrikce — centromeru.
V oblasti centromery vznikd na kazdé chromatidé chromozomu sloZitd proteinova struktura —
kinetochor.

Na pocatku profaze se od sebe oddéluji centrozomy a pohybuji se k opacnym pdlam burky. Tyto slouzi
jako organizatory mikrotubuld, z nichZ se tvori mitotické (délici) vieténko. Néktera vilakna déliciho
vieténka zasahuji od jednoho pdlu k ekvatorialni roviné buriky, kde se spoji a vytvofi tzv. polarni vlakna.
Centrozomy jsou pak oznacovany jako pdly déliciho vieténka.

Prometafdze

Ke konci profaze dochazi k rozpadu jaderné membrany (Obr. 2C). Mikrotubuly déliciho vieténka pak
pronikaji do oblasti jddra a spojuji se s plné spiralizovanymi chromozomy (kvarterni struktura
chromozomu). Néktera vldkna déliciho vieténka pronikaji az k chromozomim a pfipojuji se na
kinetochory v oblasti centromer za vzniku tzv. kinetochorovych viaken. V burce zlstdvaji i vldkna,
ktera se nikam nepfipojuji a tvofi tzv. astrosféru.

Metafdze

Béhem metafaze jsou centrozomy na protéjSich pdlech bunky a urcuji podélnou osu déleni.
Chromozomy se tahem kinetochorovych vldken seskupi v ekvatorialni roviné bunky (tzv. metafazni
desticka) a centromery vsech chromozom jsou vyrovnané v fadé v metafazni desticce (Obr. 2D). Tato
vldkna jsou vzhledem ke své funkci v anafazi oznacovana jako tazna vlakna.

Metafaze je nejvhodnéjsi faze k urceni poctu chromozomi a k jejich identifikaci.
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Anafdze

Anafaze (Obr. 2E) je casto nejkratsim Usekem mitdzy. Na pocatku anafaze dochazi k preruseni
propojeni mezi chromatidami za pomoci enzymu separasy (proteolyticky enzym), jednotlivé
chromatidy jsou pak tahem déliciho vieténka posunuty k péliim buriky. Kazdd chromatida se stava
samostatnym chromozomem (dcefiny chromozom). Pohyb chromozom( k pélim buriky je zajistén
zkracovanim, tedy depolymeraci, kinetochorovych viaken centromerou dopredu (anafaze A), soucasné
se poly bunky od sebe vzdaluji (anafdze B).

Na konci anafaze maji oba pdly buriky stejné a Uplné sestavy chromozomd.

Telofdze

Béhem telofaze (Obr. 2F) je burika prodluZzovana polarnimi vldakny a u pdlG buriky se zacinaji tvofit
dcefina jadra v mistech shromazdéni chromozomu, obnovuje se jadernd membrana z fragmentu
membrany rodi¢ovské bunky a ostatnich ¢asti endoplazmatického retikula, objevuje se opét jadérko a
rozvoliuji se chromatinova vlakna kazdého chromozomu.

Cytokineze

Déleni cytoplasmy a bunky za vzniku dvou dcefinych bunék nasleduje kratce po ukonceni mitdzy. U
vySSich rostlin vznikd bunécna desticka (fragmoplast) od stfedu k obvodu buriky (centrifugalné), u
Zivocisnych bunék se plasmatickda membrana tvofi smérem z obvodu dovnitf buniky (centripetalné,
zaskrceni, ryhovani) za aktivni Géasti mikrotubuld.

Mikroskopické pozorovani chromozomd

Chromosomy nejsou v normalnim svétle viditelné, protoZe maji stejny lom svétla jako cytoplasma. Je
vSak moZné je zviditelnit pouZitim specifickych barviv nebo fazového kontrastu. Chromozomy se dobre
barvi pomoci acetobarviv, coZ jsou barviva rozpustnd v kyseliné octové nebo propionové — napft.
acetokarmin, laktopropionovy orcein, acetonigrosin, lakmoid, atd.

Pfed barvenim se nejprve provadi fixace materialu a macerace, pfi které se rozrusi stredni lamela mezi
bunkami, takZe je pak moZné preparat jemnym tlakem rozlozit do tenké vrstvy a neni tfeba ho fezat.
Fixace se pouZziva nejcastéji alkohol-octova (smés 96% ethanolu a ledové kyseliny octové v poméru 3:1
— Farmerova fixaz), macerace se provadi ¢asto smési koncentrované HCl a 96% ethanolu v poméru 1:1,
pfipadné 1M nebo 5M HCIl, nebo pak enzymaticky plsobenim pektinas a celulas.

Barvenim za pomoci acetobarviv se jasné vybarvi chromatin a chromozomy, cytoplasma se zbarvi do
rGZova.

Diky maceraci lze preparat jemnym tlakem rozloZit na tenkou vrstvu a pfipravit tak tzv. roztlakovy
preparat. Je vhodné vybrat materidl, kde dochazi k intenzivnimu bunécnému déleni, jako jsou
meristémy, které se nachazeji na vzrostném vrcholu stonku a v kofenové spicce (Obr. 3).

V pfipadé, kdy je tfeba chromozomy pocitat, se pred fixaci provadi tzv. predplisobeni (nejcastéji
roztoky kolchicinu, para-dichlorbenzenu, 8-hydroxychinolinu nebo studenou vodou). Pfedpusobeni
zajisti rozruseni déliciho vieténka, zkraceni chromozomu, chromatidy se od sebe neoddéluji. Jednotlivé
chromozomy jsou uvolnény z mitotického aparatu, tim jsou Iépe rozloZeny v celé burice. Zvysi se pocet
pozorovanych metafazi.
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Pro presnéjsi identifikaci jednotlivych chromozom (zvlasté v metafazi) slouzi metoda tzv. prouzkovani
chromozom (bandings), jejimz principem je diferencidlni barveni chromatinu (vzniknou viditelné
prouzky, bandy).

Dalsi moZnosti barveni chromozom je barveni dle Feulgena, diky jemuz se vybarvi vyhradné struktury
obsahujici DNA. Pomoci hydrolyzy v HCl se z DNA odstépi purinové bdze a na aldehydické skupiny
zbytkd deoxyribosy se navaze barvivo — bazicky fuchsin, obsazené v Schiffové reagens.

diferenciace bunék

prodluZovani bunék

intenzivné délici se buriky (meristém)

kotfenova 3$picka

Obr. 3: Podélny fez kofenovou Spickou.

UKOL C. 1: Pozorovani fazi buné&éného cyklu

LABORATORNiI POMUCKY:

Svételny mikroskop
PodloZni sklicka
Kryci sklicka
Pasteurovy pipety
Preparacni jehla
Ziletka

Pinzeta
Mikrozkumavky

CHEMIKALIE A BIOLOGICKY MATERIAL:

Korenové Spicky cibule kuchyriské (Allium cepa L.) nebo hrachu setého (Pisum sativum L.)
0,5% toluidinova modf nebo Schiffovo reagens
kyselina chlorovodikové o koncentraci 5 mol'l*

POSTUP:
Po celou dobu prace pouZivejte ochranné rukavice!!!

1. Ustfihnéte si asi 1 cm dlouhé kofinky cibule a vioZte je do mikrozkumavky.
2. Pfidejte 5 mol-I* HCl a nechte plsobit asi 10 minut pfi laboratorni teploté.
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3. Oplachnéte kotinky destilovanou vodou, jeden preneste na podlozni sklicko a oddélte
kofenovou Spicku s meristematickym pletivem; zbytek kofene vyhodte.

4. Korenovou Spicku preneste pinzetou do kapky 0,5% toluidinové modfe (Schiffovo reagens) na
podloznim sklicku.

5. Nasledné Spicku opatrné preneste do kapky destilované vody, poté korfenovou Spicku
premistéte na nové podlozni sklicko, ptilozte kryci sklicko a kolmo pfitlacte korkovou zatkou
na Spicku. Opatrné, abyste sklickem neposunuli nebo neotodili! Pozorujte roztlakovy preparat
pod svételnym mikroskopem za vyuZiti znalosti ziskanych v Gloze Zaklady mikroskopovani.

6. V 10 zornych polich mikroskopu spocitejte vSechny buriky a bufiky v mitéze.

VYHODNOCENI:

1. Pozorujte preparaty a zakreslete.

2. Pokud jste pozorovali buriky v rozdilnych fazich mitotického déleni, oznacte, pojmenujte danou
fazi do protokolu a stru¢né popiste, co se déje s chromozomy.

3. Vysledky z bodu 6 postupu zapiste do tabulky a stanovte mitoticky index.

, Pocet bunék . .
Zorné pole — — — — Pocet vsech bunék
v profazi | vmetafazi | vanafazi v telofazi
1
2
3
4
5
6
7
8
6
10
Celkem
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