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Vazeni, odmérovani objemu

Vazeni

K nezbytnému vybaveni kazdé laboratofe patfi vahy, pomoci kterych urcujeme
mnozstvi dané latky. Princip vazeni je znam po staleti. Jde o srovnavaci metodu, kdy se
srovnava neznama hmotnost vzorku se znamou hmotnosti standardu — zavazi. Znadmé
miskové vahy vyuZzivaly principu docilené rovnovahy na pace. Dlouhou dobu bylo této
sestavy vyuzivano i u nejpfesnéjsich analytickych vah.

V dnesni dobé se jiz dvoumiskové vahy nevyuZivaji a v laboratofich jsou bézné
pouzivany vahy elektronické. Existuji dva rozdilné typy vah liSici se vazivosti, tedy
maximalni hmotnosti, kterou muZeme vazit, a pfesnosti, se kterou na nich miizeme

hmotnost stanovit.

Vahy technické maji podle provedeni vazivost od 100 g do nékolika kilogramt

s pfesnosti, ktera nebyva vétsi nez 0,05 g.

Vahy analytické mivaji vazivost 100 g s pfesnosti v fadu 0,0001 g.
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Obr. 1: Elektronické analytické vahy; 1 — tlacitka, 2 — displej, 3 — miska, 4 — horni posuvna

dvirka, 5 — bo¢ni posuvna dvirka

K orienta¢nimu zjisténi hmotnosti predmétt ¢i chemikalii se vyuziva tzv. predvazek,

které maji vazivost do 200 g s pfesnosti 0,1 g.
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Pied zacatkem vaZzeni na analytickych vahach (obr. 1) musi byt okoli i vnitfek vah
Cisty. Pfipadné necistoty opatrné odstranime vlasovym Stétcem. Nadobka pouzita k vaZeni
(obr. 2) musi mit potiebnou velikost a hmotnost vzhledem k vaZzenému vzorku. Posunem
jedné boc¢ni stény otevieme vnitfni prostor vah a vzorek v pfiméfené nadobce (napf. lodicce)
vloZime na misku. Vzorek pfidavame ¢i ubirame kopisti (nejcastéji nerezova plocha 1zicka;
obr. 3).
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Obr. 2: Nadobky na vazeni; 1 —lodicka, 2 — odvazovacka s vickem, 3 — sklenény kelimek,

4 — porcelanovy Zihaci kelimek

Neni-li to nutné, manipulujeme se vzorkem radé&ji mimo prostor vah, aby se
navazovana latka nerozsypala v prostoru vah. Mald mnozstvi latky odebrana z lodicky se uz
nikdy nevraci zpét do zdsobni ldhve. Pfed kone¢nym odectenim hmotnosti vahy nejprve
zavieme a pockdme na ustdleni hodnoty hmotnosti na displeji vah. Zapiseme si hmotnost.
Navazeny vzorek po vyjmuti zvah ihned, jesté ve vahovné, opatrné presypeme do
pripravené nadoby a zjistime hmotnost prazdné lodicky. Hmotnostni rozdil plné a prazdné
lodicky odpovidd hmotnosti vzorku k rozboru. Tento zptlisob vazeni se oznacuje jako
diferenéni. U pfimého vazeni je nutné nejdfive pfesné zjistit hmotnost tdry, tj. cisté
navazovaci nadobky a pak teprve zvazit nadobku se vzorkem. Analytické vahy jsou urceny
k pfesnému vaZeni s pfesnosti na desitky miligramt. Ve vsech ostatnich pfipadech se

pouzivaji technické vahy neboli predvazky.
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Obr. 3: Kopist 1 — kovova dvojita, 2 — kovova jednostranna, 3 — sklenéna
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Odmeérovani objemi

K odméfovani objemt kapalin pouzivame kalibrované nadobi, jako jsou odmérné
valce, pipety, byrety, pyknometry a odmérné banky. Jednotlivé druhy tohoto nadobi
umoznuji jednak pfipravu roztokii analyzovanych latek a cinidel o pfesné koncentraci
(odmérné barky), pfesné oddélovani podilti roztokt (pipety) a presné odmeérovani spotreby
roztoku pfi titraci (byrety). K pfibliznému odméfovani kapalin se pouzivaji odmérné valce.
Kadinky nejsou kalibrovany a nelze je povazovat za odmérné nadobi.

Kalibrované nadobi je kalibrovano bud na doliti, nebo na vyliti. Odmérné banky
a odmérné valce, slouzici k vymezeni objemu kapaliny uvnitf nadoby, jsou kalibrovany
na doliti, coZ je na nadobé vyznaceno zkratkou ,IN”. Naopak pipety a byrety, u nichz
potfebujeme znat pfesny objem vypusténé kapaliny, jsou kalibrovany na wvyliti, jejich
skuteény vnitfni objem je tedy vétsi o mnozstvi kapaliny ulpélé na sténach po vypusténi.
Kalibrace na vyliti je na nadobach vyznacena zkratkou , EX”.

DileZitou zasadou, kterou je zapotfebi pfisné dodrZovat pfi spravném pouZzivani
vSech druhti odmérného nadobi, je zptisob nastaveni a odecitani hladiny kapaliny na rysce
nebo stupnici vyznacujici objem, tzv. zptlisob ¢teni (obr. 4). Kapaliny smacejici povrch skla
(napf. vodné nebo alkoholové roztoky) vytvareji konkavni meniskus, kapaliny nesmacejici
povrch skla (napf. néktera organickad rozpoustédla) vytvareji konvexni meniskus. Pfesné
kalibrované odmérné nadobi ma rysku umisténu pokud mozno v zazené casti, kde 1épe
vynikd tvar menisku a také mald zména v objemu zde zptisobi vyraznéjsi zménu vysky
hladiny. Zdkladem pro ¢teni objemu u konkdvniho menisku je jeho spodni okraj, ktery je
u pruhlednych kapalin, jakymi je vétSina pouzivanych vodnych roztoks, dobfe viditelny.
Objem kapaliny v téchto pfipadech odecitdme v nejnizsim bodu menisku. Tohoto zptisobu
¢teni také pouziva vyrobce pfi kalibraci odmérného nddobi. U nepriihlednych kapalin
(napf. u roztoki manganistanu draselného, jodu apod.), kde spodni okraj menisku neni
zfetelny, odecitdme podle horniho okraje menisku. Nesmaci-li kapalina povrch skla, ¢te se
podle nejvyssiho bodu konvexniho menisku.

[ | Obr. 4: Zpusoby odecitani hladiny na rysce

a) u prithlednych kapalin s konkdvnim meniskem
b) u neprithlednych kapalin s konkdvnim meniskem
¢) u kapalin s konvexnim meniskem
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Pipety jsou vyuzivany k pfesnému odméfovani alikvotnich (pomérnych) podili
zasobnich roztokii. Jde o sklenéné nebo polypropylenové trubice s valcovité rozsifenou
stfedni ¢asti. Mohou byt opatfeny jedinou ryskou vymezujici jmenovity objem, nebo vice

ryskami, vymezujici dil¢i objemy.
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Pfi praci s pipetami je tfeba dbat na jejich spravné plnéni, to znamend, Ze usti pipety
musi byt stale ponofeno pod hladinou pipetovaného roztoku, aby nedoslo k nasati vzduchu
do pipety. Pro nasavani kapaliny sérologickymi pipetami se v laboratofi pouZivaji
automatické ¢i mechanické nastavce nebo pryzové balonky. NIKDY nepipetujeme kapaliny
usty. Sérologické pipety jsou vyuzivany pfedevsim v bunécénych laboratofich.

V molekularné-biologickych a biochemickych laboratofich se v dnesni dobé pracuje

v mikroobjemech a proto jsou ve vétsiné pripadit pouzivany automatické mikropipety. Tyto
pipety umoZznuji presnéjsi a pohodInéjsi odméfeni daného objemu. Jsou vyrabény pro rtizné
rozsahy objemt (1-5 ml; 100-1000 pl; 20-200 pl; 2-20 pl; 0,5-10 pl; 0,1-2 ul). Objem je bud
fixni, nebo kontinudlné nastavitelny pomoci otoceni Sroubu. Nasavani a vypousténi kapaliny
pres jednorazovou Spicku je ovladano pistem. Pist ma tfi polohy: klidovou, pro nasavani

a pro vypusténi.

Uloha 1: Urcete pfesnost odmérovani objemu kapaliny pomoci kadinky, odmérného
valce a automatickych pipet

Pomiticky: kadinka, odmérny vélec, automatické pipety vhodného rozsahu, jednorazové

$picky, mikrozkumavky, stojanky, vahy
Chemikalie: voda
Postup:

Kéadinkou a odmérnym valcem odmérte 25 ml vody.

Pfesnost odméfeni ovéfte na laboratornich pfedvazkach. Méfeni 3x zopakuijte.
Zapnéte vahy do elektrické sité.

Vynulujte vahy stisknutim tlac¢itka TARE (ZERO).

Vlozte kadinku nebo vélec do vdhového prostoru.

Zaznamenejte zjiSténou hmotnost.

Seznamte se s automatickymi pipetami a spravnou technikou pipetovani.

Automatickymi pipetami odméfte sérii objemti 25; 150 pl a 500 pl vody.

0 0 NSOk =

Pfesnost pipetovani automatickymi pipetami ovéfte na laboratornich vahach.
Meéfteni pro kazdy objem 3x zopakujte.

10. Diskutujte zjisténé rozdily. Ktery zptisob odmétovani objemti je nepresnéjsi?
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Centrifugace

Centrifugace slouzi k rozdéleni castic pomoci odstfedivé sily. Casto jde
o urychleni sedimentace. Zatimco pfi sedimentaci se castice rozdéluji podle své hustoty
vlivem gravitacniho zrychleni, pfi centrifugaci na né ptisobi mnohem vétsi odstfedivé

zrychleni. Rozdéleni smési proto probiha mnohem rychleji.

Zakladni matematické vzorce:

Vztah pro vypocet relativniho centrifuga¢niho zrychleni:

RCF = 11,18 X 107° X r X n?

RCF

Vztah pro vypocet poctu otdacek za minutu pro zndmou hodnotu RCF: M = [——————
rx11,18x10

kde 7 je pocet otacek rotoru za minutu, r je vzdalenost mista od stfedu rotace, zavisi na typu

centrifugy a RCF je relativni centrifugacni zrychleni je ¢islo bez rozméru — udava kolikrat je

zrychleni vyvolané rotaci vyssi nez gravitacni zrychleni Zemé
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Obrazek 1: Nomogram pro prepocet relativni centrifugacni sily (rcf) a otacek rotoru

za minutu (n) v zavislosti na poloméru rotoru (r).
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Na castici umisténou v odstfedivém poli pusobi nékolik sil. Odstiediva sila Foss je
umérna hmotnosti ¢astice m a zrychleni a, které je dano soucinem vzdalenosti c¢astice od
sttedu otaceni r a druhé mocniny uhlové rychlosti otacejictho se rotoru w (rad-s’,
w=21rpm/60). Plati, ze Fyqs = mw?r. v opacném sméru plisobi na castici vztlakova sila
Foz, ktera je podle Archimédova zdkona tmérnd hmotnosti solventu mo vytlaceného

sedimentujici ¢astici.

= M — —. o e T de oy
F,, = —mowzr >my = mvp = ﬁvp, kde v je parcialni specificky objem castice

(cm3g, definovany jako zmeéna objemu roztoku v mililitrech, kterou zptsobi pridani

1 gramu dané ¢astice do roztoku), a p hustota roztoku, ve kterém je castice rozpusténa.

Posledni silou, ktera ptisobi na sedimentujici castici, je tfeci (frik¢ni) sila Fr vyvolana
pohybem castice solventu. Frikéni sila ptisobi proti sméru sedimentace a plati, zZe
F f=- fu, kde u je pozorovana radialni rychlost pohybu &stice od stfedu otaceni ke dnu

a f translacni frikéni koeficient, ktery zavisi na tvaru a velikosti sedimentujici Castice
(objemné a protdhlé castice maji vyssi hodnoty frikéniho koeficientu nez malé kulovité
¢astice). Hodnotu frikéniho koeficientu pro hladkou kompaktni ¢astici miizeme urcit ze

Stokesova zdkona jako f, = 6mnR;, kde 7 je viskozita roztoku a Rs Stokestiv polomér, ktery

1 Citat tah *IR (SME)
e vypocitat ze vztahu
ze Vyp ze vz s \amn,

V pribéhu centrifugace jsou vSechny sily ptsobici na dastici v rovnovaze
(Foss + Fu: + Fr = 0) a plati, Ze rychlost sedimentace u je konstantni. Po dosazeni pfispévkt
jednotlivych sil do rovnice popisujici jejich celkové ptisobeni a nadsledné tipravé dostaneme

vztah (jeden z mozZnych zdpisti Svedbergovy rovnice), ktery je definici sedimentacniho

M(A-vp _ u

koeficientu s. >
Nf w4r

Sedimentacni koeficient je definovan jako rychlost radidlnitho pohybu castice
v zavislosti na aplikovaném odstfedivém poli. Sedimentacni koeficient je pfimo umérny
molekulové hmotnosti ¢astice a nepfimo umérny jejimu frikénimu koeficientu. Rtzné
molekuly sedimentuji pfi rtznych hodnotach s v zavislosti na své hmotnosti a tvaru
a hodnota sedimentacniho koeficientu je tak typicka pro sedimentaci urcité ¢astice v daném
prostredi. Sedimentacni koeficient se udava v jednotkach Svedberg (S), které jsou v soustavé
SI definovany jako 10 sekundy. Pro vétsinu latek nabyvaji hodnoty s 1-100 S. Pro proteiny
jsou vétsinou charakteristické hodnoty 1 az 10 S (sedimentacni koeficient BSA je naptiklad

4,3 S), bakterialni ribozom ma sedimentacni koeficient 70 S.

Hodnota sedimentacniho koeficientu zavisi na pouzitych experimentalnich
podminkach (teplota, hustota a viskozita pufru). Pro potfeby porovnani vysledki z rtiznych

laboratofi/experimentti se sedimentacni koeficient extrapoluje ke standardnim podminkam



KBF/PZLM
Laboratorni cviceni 1

(20° C, voda) a vyjadfuje jako su.; tato veli¢ina pak nezavisi na sloZeni solventu

a kvantitativné popisuje zakladni hydrodynamické vlastnosti makromolekuly.

(1_§p)20,van,p
A-vp)TpXN20v
teplota, pfijaké byl experiment provadén.

S200 = STP X , kde index v oznacuje vodné prostiedi, p pouzity pufr a T je

Pro popis chovani castic v priibéhu centrifugace je dutlezitd rovnéz difaze, jejiz

pfi¢inou je ndhodny tepelny pohyb castic v roztoku. Pohyb molekul popisuje prvni Fickav
dc

zdkon vztahem Jp = —D o kde Jo je hustota diftizniho toku, D translaéni difdzni

koeficient a dc/dr je koncentracni gradient.

Difazni koeficient D souvisi s frikénim koeficientem f prostfednictvim Stokes
RT
Naf
teplota, Na Avogadrova konstanta.

-Einsteinovy rovnice: D = kde R je univerzalni plynova konstanta, T termodynamicka

METODA SEDIMENTACNI RYCHLOSTI (SV = Sedimentation Velocity)

Metoda sedimentacni rychlosti je hydrodynamicka technika citliva jak k hmotnosti, tak
i ke tvaru molekul. Pfi pouZiti dostatecné velké odstredivé sily se castice ve vzorku zacinaji
pohybovat smérem ke dnu cely. Po urcité dobé se tak vytvori rozhrani mezi oblasti roztoku,
kde jsou sedimentujici molekuly stdle pfitomny a oblasti, kde uz se nevyskytuji, a toto
rozhrani se pohybuje v ¢ase smérem ke dnu. Toto chovani je typické pro vétSinu molekul,
jako jsou proteiny, DNA, polysacharidy. V ptipad€, ze by byla efektivni hustota ¢astic mensi,
nez hustota solventu (napf. lipidy, lipoproteiny), castice by se pohybovaly smérem
k menisku. Vlivem diftize dochdzi zaroven k rozmyvani rozhrani, coz se projevuje zménou
jeho tvaru. Z rychlosti pohybu a tvaru rozhrani tak lze vypocitat sedimentacni koeficient
s a diftzni koeficient D.

Pohyb sedimentacniho rozhrani v ¢ase popisuje tzv. Lammova rovnice (parcidlni
diferencidlni rovnice). Na jejim feSeni jsou zaloZeny vsechny pokrocilé programy pro

analyzu dat ziskanych metodou sedimentacni rychlosti. Pro jednu neinteragujici c¢astici

2
» - o _ plote10] _ g aqy0e -
nabyva Lammova rovnice tvaru: o= = D [ 372 + Far| —S® [T ar + ZC] , kde ¢ je

koncentrace dané latky.

SV experimenty jsou obvykle provadény pfi vysoké rychlosti (42000 — 60000 rpm),
aby doslo k minimalizaci diftze a zaroven se uc¢innéji odseparovaly castice. Pouzivaji se
dvousektorové cely se sektory specidlné tvarovanymi tak, aby se zabranilo konvekci. Méfeni

trva obvykle nékolik hodin.
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Metoda sedimentacni rychlosti se pouziva ke stanoveni oligomerniho stavu
makromolekuly, homogenity vzorku, detekci agregat(i, odhadu tvaru molekul a detekci
jejich konformacnich zmén za rtiznych podminek a pro sledovani interakci molekul. Oproti

metodé sedimentacni rovnovahy je jeji vyhodou vyrazné vyssi rozliSeni.

METODA SEDIMENTACNI ROVNOVAHY (SE = Sedimentation Equilibrium)

Sedimentacni rovnovdaha je termodynamicka technika citlivd pouze k hmotnosti éastic.
Na rozdil od sedimentacni rychlosti, kde se stanovuje sedimentacni koeficient, je
u sedimentacni rovnovahy urcovana molekulova hmotnost pfimo. Méfeni zde probiha pfi
nizsich rychlostech. S tim, jak latky sedimentuji smérem ke dnu, se jejich koncentrace ve
spodni ¢asti cely zvySuje a proces diftize zacind plisobit proti sedimentaci. Po urcité dobé se
tyto dva procesy vyrovnaji a koncentrace rozpusténé latky se dale v case neméni.
Exponencidlni tvar sedimentacniho profilu v rovnovaze pro jednu sedimentujici c¢astici
popisuje nasledujici rovnice:

2

c(r) = c(ry)exp(M(1 — vp)w?(r* — 2:T0T

vzdalenosti 7, c(r0) koncentrace latky v referenéni vzdalenosti ro.

), kde c(r) je koncentrace latky v radialni

Cas potfebny k dosaZeni rovnovahy zavisi na druhé mocniné délky sloupce ve sméru
odstfedivé sily (v pfipadé 3 mm sloupce roztoku je rovnovdhy dosazeno pfiblizné za
18 hodin), proto se u metody sedimenta¢ni rovnovahy pouzivd mensi objem vzorku.
PresnéjSich vysledkd je dosaZeno, pokud je stejny vzorek méfen pii nékolika rtiznych
(postupné se zvysujicich) rychlostech a rtiznych koncentracich. Jeden experiment tak trva

i nékolik dnu.

Sedimentacni rovnovaha je jednou z nejpresnéjSich metod stanoveni molekulové
hmotnosti molekuly a pouziti nachdzi i pfi studiu interakci makromolekul (stanoveni
stechiometrie, disociacni konstanty). Na druhou stranu vyZaduje metoda sedimentacni

rovnovahy vysokou ¢istotu vzorku.



Uloha 2:

Pomticky:

Chemikalie:

Postup:
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Emulzi olej/voda rozdélte na jednotlivé frakce pomoci stolni minicentrifugy

a vysokootackové centrifugy s riiznymi typy rotort

Stolni centrifuga, vysokootdckova centrifuga, vortex, 15 ml a 50 ml

centrifugacni kyvety, mikrozkumavky, mikropipety

olej, voda

1. Smichejte 1 dil oleje s 1 dilem vody.

2. Pomoci vortexu vytvorte dobfe smichanou emulzi.

3. Odpipetujte 1,5 ml emulze do pripravené a popsané mikrozkumavky
(takto pripravte dva stejné vzorky).

Ptrelejte 15 ml emulze do pfipravené a popsané centrifugacni kyvety.

5. Zacnéte pracovat na minicentrifuze - 1,5 ml mikrozkumavku centrifugujte
na stolni minicentrifuze 3 minuty.

6. Ddle pracujte na vysokootackové stolni centrifuze:

a. zapnéte centrifugu kolébkovym vypinacem,

b. otevfete viko centrifugy,

c. zkontrolujte, zda je nasazen vykyvny rotor na 15 ml centrifugacni
kyvety, pokud tomu tak neni rotor vymérite,

d. umistéte kyvety do rotoru tak, aby byl rotor vyvazen (stejné naplnéné
kyvety umistéte proti sobé v pfipadé potfeby pouZijte vyvazZovaci
zkumavky),

e. nastavte program tak, abyste centrifugovali pfi nasledujicich hodnotéch:
typ rotoru — swing-out + pfislusné ¢islo z rotoru

otacky — 3 500 rpm

doba centrifugace — 3 min

teplota, pfi niz bude centrifugace probihat — RT,

f. ujistéte se, Ze vicka kyvet jsou fadné zaSroubovana,

g. zaklapnéte viko centrifugy,

h. zapnéte centrifugaci tlac¢itkem start.

7. Nyni pfejdéte k centrifugaci emulze v druhé 1,5 ml mikrozkumavce
na vysokootackové stolni centrifuze. Postupujte jako v predchdzejicim
pripadé, ale centrifugu a centrifugacni program upravte nasledovneé:

a. vymeénte vykyvny rotor na kyvety za rotor s pevnym thlem na 1,5 ml
zkumavky.

b. umistéte 1,5 ml zkumavky do rotoru tak, aby byl rotor vyvazen (stejné
naplnéné zkumavky umistéte proti sob€, v pripadé potieby pouzijte

vyvazovaci zkumavky),
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c. nastavte program tak, abyste centrifugovali pfi nasledujicich
hodnotéch:
typ rotoru — pevny + pfislusné ¢islo z rotoru
otacky — 3 500 rpm
doba centrifugace — 3 min
teplota, pfi niZ bude centrifugace probihat — RT,
d. ujistéte se, Ze jsou zkumavky fadné zavfeny,
e. zasroubujte viko rotoru,
f. zaklapnéte viko centrifugy,
g. zapnéte centrifugaci tlacitkem start.
8. Diskutujte efektivitu rozdéleni emulze za pouziti stolni minicentrifugy

a vysokootackové centrifugy s riznym typem rotoru.

Literatura:

C9320 Metody biochemického vyzkumu — cviceni: Analyticka ultracentrifugace
Galuszka P., Luhova L.: Laboratorni technika pro biochemiky, Olomouc 2005
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