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1. Odmérovani v chemii
1.1 Vahy a vazeni

Ke stanoveni vahového mnozstvi latky se pouzivaji v chemické laboratofi
vahy. Princip vazeni je porovnani nezname hmotnosti pfedmétu (navazovaci lodicka,
vzorek) se znamou hmotnosti standardu (zavazi). Mechanické zafizeni je zaloZzeno
na docileni rovnovahy na pace a ma tvar znamych miskovych vah. Na stejném
principu byly dfive konstruovany i analytické vahy (postupné pfidavani zavazi).

V souCasné dobé se jiz uzivaji jednomiskové vahy pouzivajici promitaci
stupnice na stinitko. V laboratofi se pouZivaji pro pfesné navazeni latek analytické
vahy a pro méné pfesné vazeni predvazky.

1.2 Odmérovani roztoku

K odmérovani objemu kapalin slouzi odmérné valce, pipety, byrety a odmérné

bariky (Obr.1).
Odmérné valce (Obr. 1-a) se pouzivaji jen k pfibliznému odmérfovani kapalin. Na
presnéjSi méfeni objemu se pouzivaji pipety bud pouze pro ur€ity objem, nebo
délené a byrety u nichz je mozno kohoutkem regulovat vytékani kapaliny. Pfi pInéni
pipet je tfeba vzdy dbat toho, aby usti pipety bylo stale ponofeno pod hladinou
kapaliny (jinak by se nasal vzduch do pipety). Pro nasavani kapaliny do pipety nebo
naopak k vypousténi kapaliny z pipety se pouzivaji specialni gumové baldnky.
Z divodu bezpecnosti a ochrany zdravi se nepipetuje usty. Pfi odeditani je nutno mit
oko ve stejné urovni se znacCkou. Odeditame vzdy spodni okraj menisku. Tyto
sklenéné pipety, do kterych se nasava tekutina usty nebo pomoci balonku, se dnes
uz v modernich laboratofich nepouzivaji, jsou nahrazeny automatickymi pipetami,
které mohou byt konstruovany na urcity fixni objem, nebo jsou nastavitelné v urcitém
rozsahu objem.

Automatické pipety jsou vyrabény pro rizné rozsahy objemd (5-1 mL, 1000-
200 uL, 200-20 pL, 20-2 uL a 2-0,2 uL). Objem se nastavuje otoCenim Sroubu na
stupnici. Nasavani a vypousténi kapaliny pfes plastovou Spicku je ovladano pistem,
ktery ma tfi polohy — klidovou, pro nasavani a pro vypousténi (Obr. 2). Plastové
Spicky jsou na jedno pouZziti. Prace s automatickymi pipetami je vyrazné pohodIngjsi
a také rychlejSi na rozdil od klasickych sklenénych pipet.
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Odmérné banky (Obr. 1-b) jsou kalibrovany na doliti — to znamena, ze pfi
jejich naplnéni obsahuji pravé pozadovany objem. Hrdlo odmérnych banék je
pomeérné uzké a je opatfené ryskou. PIni se tak, aby se spodni okraj menisku dotykal
rysky a pfi plnéni musime mit oko v arovni rysky. Odmérné bariky se vyrabéji
v objemech od 5 mL do 2 L. Odmérné banky jsou pouzivany k pfipravé roztokl o
pfesné koncentraci. Byrety, slouzici k odbéru kapalin pfi titracich (Obr. 1-e), jsou
sklenéné trubice opatfené délicimi znackami. Jejich tvar je podobny sklenénym
pipetam, avSak byrety maji pfed vypusti kohoutek nebo pruznou tlacku s hadickou.

Obr. 1 Pomucky k méfeni objemu (a- odmérny valec, b- odmérna banka, c-
sklenéna pipeta nedélena, d - sklenéna pipeta délend, e - byreta, f - automaticka
pipeta)
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Obr. 2 Prace s automatickou pipetou:

1.3 Experimentalni ¢ast

V praktické &asti cviCeni se seznamite s analytickymi vahami a naucite se
vazit na prfedvazkach. Vasim ukolem bude co nejpfesnéji napipetovat 10 x 5 ml a 10
x 1 ml destilované vody do kadinek. Hustotu vody budeme pro jednoduchost
povazovat rovnu 1 g/ml. PoCet gram( bude odpovidat po¢tu odmérenych mil.
Na zaCatku méfeni si zvazte prazdnou suchou kadinku (vahu kadinky si
zaznamenejte do tabulky). Poté napipetujte 10 x 5 ml nebo 10 x 1 ml do kadinky.
Poté zvazte kadinku s napipetovanou vodou. Z hodnot odectéte vahu kadinky.

Tabulka 1: Pipetovani

Hmotnost kadinky (g)

Hmotnost kadinky a vody (g)

10x 1 ml 10 x 5 ml

Hmotnost vody (g)

Chyba stanoveni (%)
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2. Izolace DNA z vepiové sleziny a diikaz DNA
2.1. Teoreticky uvod

V roce 1869 byly objeveny nukleové kyseliny jako slozky bunééného jadra.
Jedna se o vysokomolekularni slouceniny, které se Gplnou hydrolyzou Stépi na
heterocyklické organické baze, sacharid (pentosu) a kyselinu fosfore¢nou. Kyselina
deoxyribonukleova (DNA) obsahuje sacharid 2-deoxyribosu a kyselina ribonukleova
(RNA) obsahuje ribosu. Stavebnimi jednotkami nukleovych kyselin jsou pyrimidinové
a purinoveé baze. Mezi pyrimidinové baze (Obr. 3) patfi cytosin (C), thymin (T) a uracil
(V), které N-glykosidickou vazbou s ribosou v molekule RNA nebo 2-deoxyribosou
v molekule DNA vytvarfeji nukleosidy cytidin, thymidin a uridin. Podobné purinové
baze (Obr. 3) adenin (A), guanin (G) a hypoxanthin vytvareji nukleosidy adenosin,
guanosin a inosin. V8echny nukleosidy vytvareji esterovou vazbou s fosfatem
nukleotidy (Obr. 4).Baze typické pro DNA jsou A, T, C,G, v molekule RNA je T
nahrazen U. Molekula RNA je vyrazné méné stabilni nez molekula DNA.
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Obr. 3 Purinové a pyrimidinové baze
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Obr. 4 Nukleotidy spojené v fetézec
2.2 Experimentalni ¢ast
1. Ukol: Izolace DNA ze sleziny
Material:
Veprova slezina, mofsky pisek, kiemenna kyveta (1 cm), centrifugacni zkumavka,
odmérny valec (100 ml), pH papirky, kadinka (1000 ml), sklenéna ty€inka, kadinka
(100 ml), Spachtle, zkumavka (5 a 10 ml), tfeci miska s tlouCkem, prkynko, nuz,
stojanek na zkumavky, Pasterova pipeta, 1ziCka, SpiCky, stopky.
Chemikalie:
0,5% NaOH, diethylether, ethanol, 1 M NaCl, koncentrovana HCI, difenylaminové
¢inidlo (do 100 ml 1% roztoku difenylaminu v ledové kyseliné octove se pfida 2 x 75
ml koncentrované kyseliny sirove).
Postup:
e Navazku 10 g sleziny nakrajejte a nasledné v tfeci misce rozetrete s trochou
moriského pisku na jemnou kasi.
o Pridejte 100 ml vychlazeného 1 M NaCl postupné po malych davkach a za
stalého roztirani. Homogenizujte 15 min.
« Homogenat centrifugujte pfi 5000 x g, 10 min, 4 °C. Mezitim si pfipravte 600
ml vychlazené destilované vody do 1 | kadinky.
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e Supernatant pfevedte do Cisté kadinky a z ni ho pomalu v tenkém proudu
kontinualné nalijte do vychlazené destilované vody, poté velmi jemné
promichejte pomoci dfevéné Spejle. DNA se srazi ve formé opaleskujicich
vlaken.
e Za pouziti dfevéné Spejle navijejte vlakna DNA a ty prfenasejte do malé a
velké zkumavky a zbytek uchovejte v kadince pro dalSi experimenty, pfi 4 °C.
2. Ukol: Diilkaz DNA difenylaminem
Difenylamin poskytuje s DNA modré zbarveni. 1zolovanou DNA rozdélime na dvé
¢asti. Do zkumavek pfeneseme prvni ¢ast izolované DNA, pfidame 1 ml 0,5% NaOH
a po promichani a rozpusténi pfidame 1 ml difenylaminového &inidla a zahfivame 10-
20 min na vrouci vodni lazni. Pozorujeme vyvoj zbarveni.
3. Ukol: Spektralni stanoveni nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny absorbuji zafeni v ultrafialové oblasti, maximum absorpce
je pfi 260-265 nm. Pfi stanoveni je nutné dbat na Cistotu preparatu, protoze rusi
pritomnost proteinl a aromatickych latek. Pro stanoveni se vyuziva vinové délky 260
nm. Ke druhému podilu vyizolované DNA v malé zkumavce pfidame 0,5 ml 0,5%
NaOH. Do kfemenné kyvety napipetujeme 2 ml 0,5% NaOH a pfiddme 20 ul DNA
v roztoku NaOH. Méfime absorpcni spektra v UV oblasti v rozsahu 200 - 290 nm.
0,5% NaOH slouzi jako blank.

3. Nativni elektroforéza izoenzymt peroxidasy

3.1 Teoreticky Gvod

Elektroforetické metody jsou separacni techniky, které vyuzivaji k déleni latek jejich
odliSnou pohyblivost ve stejnosmérném elektrickém poli. Migrace ionta v elektrickém
poli se vyuziva pro analytické dé&leni biologickych latek. Castice latek nesouci naboj,
rozpusténé v elektrolytu se pohybuji v elektrickém poli rychlosti, kter4 je pfimo
umérna intenzité vlozeného pole, poméru naboje iontd a jeho velikosti a odporu
prostiedi. Byla vytvofena cela fada elektromigracnich technik a jejich modifikaci.
V praktickém cvi¢eni bude demonstrovana nativni elektroforéza v polyakrylamidovém
gelu zaméfena na rozdéleni izoenzymu peroxidasy, které jsou pfitomné v rostlinném
materialu. lzoenzymy katalyzuji stejny druh reakce, mohou se v$ak liSit svou
strukturou, vazebnym mistem nebo molekulovou hmotnosti, I1ze je proto oddélit
ruznymi separacnimi metodami. Ve cvi€eni izolované peroxidasy katalyzuji redukci
peroxidu vodiku za sou€asné oxidace jiné slou¢eniny. O peroxidasach je znamo, ze
se vyskytuji ve velkém mnozstvi izoforem. Napfiklad peroxidasa z kfene obsahuje 14
riznych izoforem. Peroxidasy byly nalezeny ve vSech rostlinnych pletivech. Jejich
molekulova hmotnost je v rozmezi 42-158 kDa.

3.2 Experimentalni ¢ast

Material:
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Klicici rostliny hrachu, listy raznych rostlin.

Pristroje:

Centrifuga, vortex, aparatura na elektroforézu, zdroj pro elektroforézu.

Chemikalie:

Pfipravené polyakrylamidové gely

Extrakeni pufr pro nativni elektroforézu (0,1 M Tris-HCI, pH 7)

Elektrodovy pufr pufr pro nativni elektroforézu

60% glycerol, 0,02% bromfenolova modf

Barvici roztok s 4-chlor-1- naftolem.

Postup:

1. Ukol: PFiprava vzork(:

Na pfedvazkach odvaZzte rostlinny material, ktery pfenesete do tfeci misky, zalijete
tekutym dusikem a material rozetfete na prasek. Poté pfidate 0,1 M Tris-HCI pufr, pH
7 (1 m na 1 g vahy materidlu). Homogenat pfenesete do dvou plastovych
mikrozkumavek a zcentrifugujete (10 minut, na stolni mikrocentrifuze pfi 3000 g).
Rostlinny extrakt pfenesete do Cisté mikrozkumavky. Vzorek pro elektroforézu se
pfipravi smichanim rostlinného extraktu s 60% glycerolem v poméru 3:1. Pred
nanasenim na gel promichejte na vortexu.

2. Ukol: Elektroforéza vzorku:

Vedouci cviCeni pfipravi aparaturu pro elektroforézu a vasim ukolem bude nanést
vzorek do jamek gelu. Do jamek aplikujte maximalné 20 ul vzorku. Nezapomerite si
zapsat poradi vzorku a objem, ktery jste do jamky napipetovali. Vedouci cviCeni
vlozi komuarku do elektroforetické vany, naplini ji az po znacku elektrodovym pufrem,
komUrku uzavie vikem a pfipoji ji ke zdroji napéti. Nejprve nastavi napéti 100 V, az
bromfenolova modr v krajnich jamkach doputuje na rozhrani zaostfovaciho a déliciho
gelu, zvySi vedouci cviCeni napéti na 180 V. Po doputovani zény bromfenolové modfi
na uroven dolniho okraje gelu, vedouci cvi¢eni zdroj vypne, odstrani viko a vylije
elektrodovy pufr do odpadu. Skla uvolni ze stojanku a pomoci plastové Spachtle
oddéli skla od gelu. Zaostfovaci gel odieze od déliciho gelu. Orientaci gelu oznaci
odkrojenim jednoho ze spodnich rohu gelu. Gel pfenese do nadoby s cca 15 ml 0,1
M Tris-HCI, pH 7.

Upozornéni: Pfi nanaseni vzorkl na gel, praci s aparaturou a gely, stejné tak pfi
samotné pfipravé gell je nutné pracovat v ochrannych rukavicich. Gely obsahuji
neurotoxin akrylamid a bis-akrylamid, obé latky maji kumulativni charakter - vazou se
v tukoveé tkani!

3. Ukol: Barveni gelu - detekce izoenzymu peroxidasy

Po 5 minutach na tfepaCce pufr odstrante a pfidejte barvici roztok obsahujici 4-
chloro-1- naftol a peroxid vodiku.

Po 5 - 20 minutach barveni (podle intenzity vybarveni) odstrarite barvici roztok a gel
nékolikrat proplachnéte destilovanou vodou.

4. Ukol: Dokumentace gelu
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Gel preneste na Cistou sklenénou podlozku, po kterou podlozite bily papir. Gel si
muzete vyfotit nebo prekreslit do pracovnich list.

4. Metoda odhalovani otiskt prsti pomoci ninhydrinu

4.1 Teoreticky uvod

Jednd se o odhaleni otisk(l na ruznych typech papirl i hrubych tapetach. Stopy
mohou byt i nékolik let staré. Ninhydrin je vysoce citlivé €inidlo na aminokyseliny,
peptidy a proteiny, které se dostanou na papir s otiskem prstu. BEhem ninhydrinové
reakce dojde nejprve k dekarboxylaci aminokyseliny, vznikly amin pak podléha
oxidaCni deaminaci. Ninhydrin vystupuje jako oxida¢ni €inidlo a sam se pfeménuje
na ruzovy nebo modrofialovy zbarveny produkt Obr. 5.

Material: 2 kadinky (100 ml), odmérny valec (50 ml), pipeta 5 ml, sklenéna tycinka,
pinzeta, rozprasovac, susarna (nebo fén), papir, IZi¢ka.

Chemikalie:

0,2 % ninhydrin (0,1 g ninhydrinu, 50 ml ethanolu a 1,5 ml kyseliny octové - 99%).
Postup:

Pro otisky prstll je vhodny papir do tiskarny. Veskeré nasledujici operace musi byt
provedeny v digestofi a s ochrannymi rukavicemi. Na papiru vytvorte otisky prstu.
Papir prestfikejte ninhydrinovym roztokem a nechte volné ususit. Poté papir zahfejte
v susarné (5-10 minut). Pozorujte vzniklé otisky prstl. Roztok s pfidavkem kyseliny
octové zvyrazni otisky do purpurové barvy. Pokud se pouZije roztok bez kyseliny
octové, otisky prstu se zbarvi do fialové (popf. modré).
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2 OH + R—CH-COOH ——
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H
©$\ i + R—C=—0 + co, + 3H,0
purpurova/nachova
Q2 H
N o - +
— + R—C=0 + co, + 3H,0 + H
’ O
o
modrofialova

Obr. 5 Reakce ninhydrinu s aminokyselinami v (1) kyselém a neutralnim (2)
prostredi.

5. DUkaz pritomnosti krve na misté ¢inu

5.1 Teoreticky Gvod

Roztok luminolu odhali i stopové mnozstvi krve, které je pouhym okem neviditelné.
Luminol spole€né s peroxidem vodiku vykazuje silnou chemiluminiscenci
v pfitomnosti hemu (krve). Luminol je oxidovan v zasaditém prostfedi peroxidem
vodiku na diazachinon a postupné az na peroxodeanion. Z oxida¢niho produktu se
za katalyzy hemovou skupinou odstépuje molekula dusiku a vznika excitovany anion
kyseliny aminoftalové. Vyzarfenou energii v podobé svétla se molekula opét dostava
do zakladniho energetického stavu (Obr. 6).

Material:

Kadinky (100 ml, 250 ml), rozpraSovac, pasky bavinéné latky, odmérny valec (10 ml),
IZiCka, vahy, pipety, rukavice.

Chemikalie:

Roztok luminolu (5-amino-2,3-dihydroftalazin-1,4-dion): 0,1 g Iluminolu a 5 g
uhli¢itanu sodného se rozpusti ve 100 ml destilované vody a k tomuto roztoku se
pfida 15 ml 33% peroxidu vodiku. Roztok se prelije do rozpraSovace.

Veprova krev, keCup, thiokyanatan zelezity, hemoglobin.
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Postup:

Na kousek bavinéné Ilatky nakapejte nékolik kapek vepfové krve, roztok
hemoglobinu, keCup thiokyanatan Zelezity. Pfipraveny roztok luminolu pfelejte do
rozpraSovace tak, aby nerozpustny zbytek zlstal v kddince. Tkaninu s pravymi a
faleSnymi stopami krve preneste do temné komory, postfikejte ji pfipravenym
roztokem luminolu. Po pfestfikani se mista s krvi rozsviti namodralym svétlem,
faleSné skvrny nedavaji Zadnou reakci.

NH O
+ HzOzf[OH]
-2 HzO
NH2 |O_
+ HoO2/2 OH- ON - N2
e —— bll -
-2 H0 Kat.: hem
|
O_
|"\.|H2 @] IHIH! |"\.|H2 ﬁ)
O h*v O
—_—
O O-
@] @]

Obr. 6. Reakce luminolu s krvi v pfitomosti peroxidu vodiku (katalyzatorem je hem).
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