Laboratorni technika

Pro experimentdlni praci v laboratofi je nutné znat a osvojit si celou fadu postupl a zakladnich
laboratornich technik tak, aby provadéné experimenty byly nejenom presné a snadno opakovatelné,
ale také bezpecné pro vyzkumnika i jeho okoli. Cilem této uUlohy tedy bude seznamit se se zdkladnimi
a nejbéznéji pouzivanymi laboratornimi metodami a pfistroji jako je napf. prace s automatickou
pipetou a analytickymi vahami, méreni a Uprava pH roztokd ¢i centrifugace.

Bezpecnost prace v chemické laboratofi
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Provadéjte pouze prace podle pokyni vyucujiciho a pracovniho navodu.

V laboratofi nikdy nejezte, nepijte a nekufte. Po skonceni prace si diikladné umyijte ruce.
K jidlu a piti (mimo laborator) nepouZzivejte nikdy chemické sklo.

Tasky a obleceni ulozte do skfini mimo laboratof.

PFi praci v laboratofi vidy noste pracovni plast a vhodnou obuv.

Neprovadéjte samovolné opravy nebo Upravy na elektrické instalaci a pfistrojich.

PFi praci s latkami uvolnujicimi nebezpecéné plyny pracujeme v digestofi.

Chemikalie nikdy nezkousejte Usty a neinhalujte vypary.

Nikdy nepipetujte Usty.

. Pti praci se Ziravinami a jinymi nebezpecnymi latkami si chrarte obli¢ej a o¢i ochrannym Stitem,

ruce gumovymi rukavicemi.

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

misto nepotfisnili chemikdliemi.

Koncentrované kyseliny a zasady redte tak, ze kyselinu nebo zdsadu nalijete tenkym proudem
po tycince do vody za souc¢asného michani.

Pfi provadéni pokus( ve zkumavkach driime Usti zkumavky odvracené od obli¢eje svého i
spolupracovnikd.

PFi prdci s hoflavinami nesmi byt v blizkosti otevieny ohen.

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

Pokud vypukne poZar, je kazidy povinen pokusit se ho zdolat vlastnimi silami (hasicim
pfistrojem, improvizovanymi hasicimi prostredky). Je nutno ddle vypnout elektricky proud a
pokusit se odstranit z okoli poZaru horlavé latky (zejména kapaliny) a nadoby se stlaéenymi
plyny. Nelze-li pozar zvladnout vlastnimi silami, je nutné neprodlené volat hasice (tel. cislo
150).

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

PFi praci s etherem dbejte Uzkostlivé na bezpecnostni opatieni (moznost vzniceni i od horkych
soucasti).

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

Po skonceni prace v laboratofi po sobé radné umyjte veskeré pouZité nadobi a uklidte pracovni
misto.



Laboratorni sklo a plasty

Laboratorni sklo je termin oznacujici vesSkeré sklenéné predméty a nadoby, které se pouzivaji
v chemické laboratofi. Laboratorni sklo je vysoce chemicky odolné, nicméné je kiehké, a proto je nutné
s nim pracovat s opatrnosti. Naprasklé ¢i odstipnuté sklo mizZe byt velmi nebezpecné. V laboratofi
pracujeme casto také s pomuickami z porcelanu, jako jsou napf. tfeci misky a tlouc¢ky nebo vazenky,
které jsou mechanicky i chemicky odolné, nicméné jsou nachylné k tfisténi (zejména pti prudkych
zménach teploty). Laboratorni plasty je souhrnny nazev pro veskeré plastové pomlcky a nadoby
pouzivané v laboratofi. Jednd se napf. o Spicky, mikrozkumavky, desticky, stojanky, krabicky,
serologické pipety, Petriho misky, kyvety, stojany, kadinky, atd. Nékteré plasty (napf. Spicky,
mikrozkumavky, Petriho misky) jsou pouZivany jednorazové, kdy jsou po pouziti vyhozeny do uréenych
nadob a jiné (stojanky, kadinky) jsou, po fadném umyti, pouzivany opakované.

Je velice dulleZité udriovat chemické nadobi (sklo, plasty, porcelan, ale i ostatni predméty) Cisté. Po
pouZiti se musi nadobi ddkladné umyt, jinak hrozi kontaminace provadénych experimentl
chemikaliemi ¢i biologickymi agens. Laboratorni nadobi a pomUcky se umyvaji hned, jak je to mozné,
aby se ve vylevkach nehromadily a nedoslo k jejich poSkozeni ¢i rozbiti. Hrubé necistoty se z nadobi
odstranuji mechanicky kartaéem, houbickou ¢i piskem, pfipadné se nechaji odmocit. Chemické nadobi
Cistime teplou vodou se saponatem, ktery poté dikladné omyjeme. Popisky lihovou fixou odstranime
pomoci denaturovaného ethanolu naneseného na kousek buniciny. Veskeré pouzité nadobi je po
umyti nutné oplachnout jesté deionizovanou vodou. Deionizovana voda je voda, kterd je chemicky
Cistd (demineralizovand) na urovni destilované vody, ale misto destilace je vyrdbéna pomoci
kombinace nékolika separacnich technik (filtry, iontoménice, adsorbenty, membranové filtry, pfipadné
reverzni osmdza) k odstranéni vsech kontaminant(. V laboratotich Katedry biofyziky je zpravidla vedle
kohoutkd na teplou a studenou vodu z vodovodniho fadu umistén jesté zvlastni kohoutek pravé
s deionizovanou vodou (obr. 1). Umyté nadobi ddme poté ususit na susaky umisténé vedle vylevky.

Obr. 1 Kohoutky na studenou a teplou vodu z vodovodniho fadu a kohoutek na deionizovanou vodu.



Vazeni

V laboratofi jsou obecné pouZivany dva druhy vah — analytické a technické (oznadované také jako
predvazky). Tyto dva typy vah se liSi presnosti a maximalni hmotnosti, kterou na nich Ize navazit
(vazivosti). Udaje o vaZivosti a pfesnosti vah byvaji zpravidla uvedeny piimo na vahach. Pro oba typy
vah plati, Ze nikdy neddvame vazené chemikalie pfimo na vazici misku, ale pouzivame k tomuto ucelu
vazenky (obr. 2). Po skonéeni vazeni pouzijeme k ocisténi vah stétec a ethanolem ¢i dezinfekénim
roztokem otfeme stal.

Obr. 2 VidZenky

Predvazky maji pfesnost vazeni nizsi nez vahy analytické a vaZivost naopak vyssi. Pfedvazky na obr. 3
maji pfesnost vazeni 100 mg a vazivost 500 g. Analytické vahy maji prfesnost vazeni vyssi nez predvazky
a vazivost naopak nizsi. Analytické vahy na obr. 4 maji pfesnost vazeni 1 mg a vaZivost 220 g.
S analytickymi vahami pracujeme opatrné, nikam je nepresouvame, neprenasime a zavirame posuvna
dvirka.

Obr. 3 Predvazky Obr. 4 Analytické vdahy



Pufry a Gprava pH

Pufry (tlumivé roztoky), jsou roztoky slabych kyselin a jejich soli ¢i slabych soli a jejich zasad, které po
pridani dalsi soli ¢i kyseliny neumozni zménu pH roztoku. BéZné pouzivanych pufrl je celd fada a vybér
vhodného pufru je zpravidla zaloZzen na hodnoté pH, kterou potfebujeme udrZet. Zplsobl namichani
pufri je nékolik, v zavislosti na konkrétnim pufru. Predpfipraveny pufr (tzn. s navaienymi a
rozpusténymi chemikaliemi) doplnime do cca 80 % celkového objemu a poté upravime pH na
pozadovanou hodnotu za pouziti pH metru a malého mnoizstvi kyseliny nebo zasady. Zda pouzit
kyselinu (HCl) nebo zdsadu (NaOH ¢i KOH) zavisi na hodnoté pH, které chceme dosdhnout a na
vychozim pH, které roztok ma. Soucasti navodu k ptipravé pufru je nékdy uvedeno také, kterou
konkrétni chemikalii je nutné pH upravit. V blizkosti pH metru jsou umistény lahvicky s pfedem
pfipravenymi roztoky uréenymi pravé k Upravé pH. Pfistroj na méreni pH (pH metr) méfi pH
potenciometricky pomoci sklenéné elektrody, kterd je tvorena sklenénou trubickou zakoncenou
responzivni sklenénou membranou ve tvaru bariky. Uvnitf elektrody je standardni vnitfni roztok, ve
kterém je ponofena Ag-Cl elektroda. Sklenéna elektroda pH metru je v pfipadé, Ze neni pouZivana,
uchovavana v roztoku 3M KCl. Po pouZiti pH metru je nutné vidy zkontrolovat ponofeni elektrody
vtomto roztoku — elektroda nesmi vyschnout! V blizkosti pH metru je zpravidla umisténa také
magnetickd michacka umoznujici michani roztoku béhem upravovani pH. Sklenéna elektroda je velmi
krehka, je proto nutné dbat na to, aby béhem michani nedoslo ke kontaktu elektrody s magnetickym
michadlem. Pfistroj je také nutné pravidelné kalibrovat za pomoci k tomu uréenych kalibracnich

roztokd.
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Obr.5 pH metr a magnetickd michacka



Centrifugace

Centrifugace je jednou z nejbéinéjSich technik pouZivanych v laboratofich. Vyuzivd odstredivé sily
k oddéleni ¢astic o rlizné hustoté, velikosti a tvaru. V laboratofi se mUzeme bézné setkat s rliznymi typy
centrifug. Nékteré centrifugy maji vyménitelné rotory, kdy je rotor zvolen na zakladé nadoby, kterou
chceme k centrifugaci pouzit (mikrozkumavky, desticky, zkumavky) a nastavitelné i dalsi parametry
(relativni centrifugacni sila, pocet otacek za minutu ¢i teplota) (obr. 6). Jiné centrifugy maji pevné
zabudovany rotor a fixni pocet otacek (obr. 7).

Obr. 6 Stolni centrifuga s nastavitelnymi parametry a Obr. 7 Mald stolni centrifuga s fixnimi parametry a rotorem
vymenitelnymi rotory

Béhem centrifugace plsobi na ¢astice centrifugaéni sila (F), ktera se podita ze vzorce: F = m-r-®?, kde
m je hmota ¢astic, r je polomér rotoru (tj. vzdalenost dna centrifugacni zkumavky od osy otaceni) a o
je uhlova rychlost (o = 2-mn, kde n je frekvence otaéek). Souéin r-®? [m-s?] odpovidé centrifugaénimu
zrychleni. Pro praktické poufZiti je zavedena veli¢ina relativni centrifugaéni sila (RCF = 1,118-r-N2-10°®,
kde N je pocet otacek za minutu), ktera udava kolikrat je vyvolané centrifugacni zrychleni vyssi nez
tihové zrychleni. RCF se udava v nasobcich g a je bezrozmérna. Pfi nastavovani parametrud centrifugace
je na centrifuze mozné zvolit hodnotu pravé relativni centrifugacni sily (oznacovano jako rcf ¢i g) Ci
pocet otacek za minutu (rpm). Z uvedenych vzorcl je vsak patrné, Ze pro spravnou charakterizaci
centrifugace Udaj rpm neni dostacujici, jelikoz je zavisly na poloméru rotoru a tedy se lisi v zavislosti na
pouzitém rotoru.



Pro spravnou funkci centrifugy je nutné centrifugované nadoby
se vzorky pred samotnou centrifugaci vyvazit. Na obr. 8 je vzor
pro vyvazeni centrifugy s rotorem pro 24 mikrozkumavek.

Obr. 8 Ndvod na vyvdZeni centrifugy
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Absorpcni spektrofotometrie

Spektrofotometrie je velmi ¢asto uzivanou metodou umoziujici zjisténi koncentrace latek, které jsou
samy o sobé barevné nebo reaguji za tvorby barevného produktu. Vidime-li 2 roztoky stejné latky o
rlzné intenzité zbarveni, automaticky predpokladame, Ze tmavsi z roztokd je koncentrovanéjsi, co? je
vlastné podstatou spektrofotometrie. Pokud vime, kolik svétla roztoky prochazi, mizeme zjistit, jakou
maji koncentraci. MnoiZstvi prochazejiciho svétla mliiZzeme analyzovat spektrofotometrem na principu

absorpcni spektrofotometrie.
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Absorpéni spektrofotometrie v
UV oblasti méfi absorpci svétla od
200 do 380 nm (bezbarvé latky) a
ve viditeIné oblasti (VIS; lidskym
okem) od 380 nm do 800 nm
(barevné  latky). Svétlo je
elektromagnetické zareni (vinéni)
charakterizované vinovou délkou
a frekvenci, kterd urcuje jeho

barvu (odliSnou frekvenci
vnimame jako odliSnou barvu;
svétlo swvyssi  frekvenci je

modfejSi a naopak svétlo s nizsi
frekvenci je cervenéjsi).
Z praktického hlediska je ale
vhodnéjsi méfit vinovou délku
svétla nez jeho frekvenci, kdy
plati, Ze vinovd délka je neptimo
umérna frekvenci (¢im delsi je
vinova délka, tim nizsi frekvence).

Pfi spektrofotometrickém stanoveni koncentrace roztoku je méreno, kolik svétla projde danym
roztokem, ktery je umistén ve sklenéné &i plastové kyveté. Pokud roztok cast svétla absorbuje, je
intenzita svétla paprsku, ktery do roztoku vstupuje (lo) vyssi neZ intenzita svételného paprsku, ktery

z roztoku vychazi (I). Tento pomér je dan transmitanci
(propustnosti; T = I/l; obr. 10). Cim wvy3si bude
koncentrace roztoku, tim vétsi Sanci ma prochazejici
foton, Ze bude absorbovan. Zaroven, mame-li 2 roztoky
téze latky o stejné koncentraci a jeden umistime do
delsi kyvety nez druhy, budou se tyto dva liSit pouze
v délce drahy, kterou musi foton roztokem projit.
Pokud svitime svétlem stejné intenzity na obé kyvety,
delsi kyvetou svétlo prochézi déle nei uzsi. Cim déle
foton prochazi, tim vétsi ma sanci, Ze bude absorbovan.
V delsi kyveté bude tedy jeho draha i absorpce vyssi.
Absorpce fotonu tedy roste s rostouci koncentraci i
délkou drahy. Transmitance roztoku je tedy zavisla na:
1) koncentraci roztoku 2) délce drahy (tzn. Sifce pouZzité
kyvety) a 3) vlastnostech absorbujiciho roztoku.

Obr. 10



Tyto vztahy popisuje Lambert-Beerdiv zakon: T = 10!

kde: T =transmitance; € = molarni absorpéni koeficient (dm3-mol*-cm™) charakterizujici miru absorpce
latky pfi urcité vinové délce v roztoku o koncentraci 1 mol-I" v kyveté o délce 1 cm; ¢ = koncentrace
rozpusténé latky (mol-I"'= mol-dm=3); | = tloustka absorbujici vrstvy (délka kyvety; cm).

Z Lambert-Beerova zakona vyplyva, Ze transmitance je exponencialné zavisla na koncentraci roztoku.
Pro vyjadreni zavislosti absorpce zafeni na koncentraci absorpéni slozky byla zavedena bezrozmérna
veli¢ina absorbance (A; je vhodné vztah koncentrace a absorpce logaritmovat, ¢imz se z exponencidlni

zavislosti stane linearni), kdy A = -logT a tedy A = £-c-|

Absorbance a transmitance jsou tedy v inverznim vztahu — ¢im vice roztok svétlo absorbuje, tim méné
ho propousti. Transmitance nabyva hodnot od 0 (nepropustny vzorek) do 1 (zcela propustny vzorek).
Absorbance nabyva hodnot od 0 (vzorek neabsorbuje) do o= (absorbuje veskeré zareni dané vinové
délky). Pro praktické méreni maji vSak z hlediska jeho pfesnosti vyznam jen hodnoty absorbance
neprekracujici hodnotu 1.

PoufZita literatura:
Kol. autor( (2021) Laboratorni technika. Katedra biochemie PfF UPOL
K43 J, Kodicek M, Valentova O (2006) Laboratorni techniky biochemie. VSCHT, ISBN 80-7080-586-2

Subhanova | (2022/2023) Spektrofotometrie; Praktické cviceni z lékaiské biochemie. Ustav Iékarské
biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK



Experiment €. 1

Ptiprava pufru A pouZivaného pro izolaci chloroplastd

1. NavaZte pozadované mnozstvi chemikalii za pouZiti pfedvazek a analytickych vah.
2. Chemikalie rozpustte v deionizované vodé za pouziti magnetické michacky.
3. Vznikly roztok doplnte vodou pfiblizné do 400 ml.
4. Pomoci pH metru zmérte pH roztoku a upravte ho na hodnotu 7,2.
5. Roztok doplnite deionizovanou vodou do 500 ml.

SloZeni pufru A, pH 7,2

na 500 ml pufru:

sachardza 68,4 g

HEPES 4,2 ¢

NaCl 11,68 g

MgCl>-6H20 04g

Na-Asc 0,5g

BSA 10g

Experiment ¢. 2

Pasdazovani nadorovych bunék

Experiment ¢. 3

Extrakce chlorofylu a+b z listu jeémene a stanoveni jeho koncentrace

1. Zlistl jecmene oddélime segment, ktery obkreslime na prihlednou folii nebo zvazime.

2. Segment nastfihame na malé kousky do tfeci misky, pfiddme malé mnoZstvi 80% acetonu a Spetku
MgCOs (vaze bunécné kyseliny a zabranuje preméné chlorofyll na feofytiny), dikladné rozetreme
tlouckem, opakované vyplachneme 80% acetonem a slijeme do popsané mikrozkumavky (celkové
mnozstvi acetonu: 1 —2 ml).

3. Mikrozkumavky vloZime do centrifugy a centrifugujeme pfi 6000 g po dobu 10 minut (pfi 4 °C).

4. Po centrifugaci slijeme supernatant do sklenénych zkumavek se stupnici a na spektrofotometru

zmérime jeho absorbanci pfi vinovych délkach 646,8; 663,2 a 750 nm v jednocentimetrové kyveté.

5. Supernatant pfipadné zfedime tak, aby absorbance pfi vinové délce 663,2 nm byla v rozmezi 0,4 —

0,8 a zapiSeme si pfesny objem supernatantu.

6. Z namérenych hodnot absorbanci (A) vypocitdme podle nasledujici rovnice obsah chlorofylll a a b

v extraktu podle Lichtenthalera (1987):



Chl (a+b) = 7,15 - (Ase3,2— A 750) + 18,71 - (Asas,s— A7s0) [p,gmll]
kde Ases,2; Asass; Azso jsou hodnoty absorbance pigmentového extraktu v pfislusnych vinovych
délkach (663,2 nm; 646,8 nm a 750 nm).
7. Ziskanou hodnotu [ug:ml™?] vyndsobime celkovym objemem extraktu [ml] a podélime hodnotou
listové plochy [cm?] nebo hmotnosti [mg] — dostaneme hodnotu obsahu chlorofylu na plochu
[ug-cm™] nebo na hmotnost [ug-mg™] v jednotlivych listovych segmentech.



