Prakticka cvi¢eni: 1. Uvod do price v laborato¥i, bezpe&nost — fotometrie

1. Bezpecnost prace v laboratori
Podminkou prace v laboratofi, je striktni dodrzovani laboratorniho tadu a pravidel
bezpecnosti a ochrany zdravi pfi praci. Tyto dokumenty jsou volné k dispozici na
webovych strankach Ustavu 1ékai'ské biochemie a laboratorni diagnostiky:

Pted vstupem do laboratofi praktické vyuky je povinnosti kazdého studenta se s témito
dokumenty detailn¢ seznamit.

2. Prace s automatickymi pipetami,

3. Disperzni soustavy

Disperzni soustavou rozumime systém, ktery se sklad4 ze dvou nebo z vétsSiho poctu
chemicky Ccistych latek. Jedna ze slozek, obvykle ta, ktera je zastoupena v nejvetSim
mnozstvi, se nazyva rozpoustédlo. V rozpoustédle jsou rozptyleny (dispergovany)
molekuly ostatnich latek, které ozna¢ujeme jako latky rozpusténé. Castice tchto latek
jsou dokonale promiSeny a navzajem nereaguji.

Na zaklad¢ velikosti rozpusténych ¢astic, mizeme disperzni soustavy rozd¢lit analytické
(budeme je oznacovat jako pravé roztoky), koloidné disperzni a hrubé disperzni.
Roztoky predstavuji homogenni jednofdzovou soustavu, pfi¢emz velikost Castic
rozpusténé latky je mensi nez 1 nm.

Soustavy koloidné¢ disperzni jsou takové, ve kterych jsou jemné rozptyleny
(dispergovany) drobné castice bud’ pevné latky, nebo kapaliny, jejichz velikost se
pohybuje v rozmezi od 1 nm do 1 pm. Mezi vyznamné typy koloidné disperznich
soustav patii miceldrni a koloidni soustavy.

Micelarni roztoky jsou disperze rozpoustédla a drobnych sférickych ¢astic — micel.
Micely se skladaji z agregovanych latek, které maji ¢ast polarni a zaroven i Cast
nepolarni. Vzhledem k tomuto dudlnimu charakteru jsou oznacovany jako latky
amfifilni. Micelarni roztoky se uplatiiuji pii1 traveni lipidd, kdy dochazi k cilené sekreci
amfifilnich latek do zazivaciho traktu za ucelem emulzifikace dietarnich lipidd. Dale
maji uplatnéni v kosmetice ve formé tzv. micelarni vody, ve kterych €astice micel
mohou obsahovat latky s hydrataénimi, zvlh¢ujicimi, protizanétlivymi nebo
adstringen¢nimi (stahujicimi) G€inky.

Koloidni soustavy obsahuji ¢astice, které svou velikosti spadaji do rozmezi 1 nm az
1000 nm. Koloidni roztoky maji fadu specifickych vlastnosti. Vzhledem k tomu, Ze
velikost Castic koloidni soustavy je srovnatelnd s vinovou délkou viditelného svétla
(390-760 nm), dochazi pti pruchodu zafeni koloidni soustavou kromé absorpce i
k dalsim optickym jevam — pfedevsim k odrazu a rozptylu. Tyto jevy jsou podstatou
fenoménu, ktery se oznacuje jako Tyndalliv jev (obr. 1.).



Obrazek 1.: Tyndalliv jev

Pravy Koloidni
roztok roztok

V diisledku velikosti  castic

V koloidni disperzni soustave,
- -» svétlo dochazi pri prichodu zareni
roztokem K riiznym optickym
jeviim, jako je absorpce, odraz
a rozptyl zareni. Pri priichodu
zdreni koloidnim roztokem,
ktera  zareni  rozptyluje,
dochazi ke vzniku svételného
kuzele. Pravé roztoky zdreni
nerozptyluji a jsou plné
transparentni.

Vzhledem ke slozeni, je pro koloidn¢ disperzni soustavy charakteristické, ze jejich
castice Volné prochazeji pres filtracni papir a nelze je tedy oddélit od rozpoustédla
klasickou filtraci. Koloidalni ¢astice ale nejsou schopné prochazet pies specifické
membrany a lze je tady separovat pomoci dialyzy. Krom¢ toho jsou ¢astice koloidné
disperzni soustavy vlivem interakce s molekulami rozpoustédla v neustalém pohybu —
Browntiv pohyb a tudiz nedochazi k jejich sedimentaci.

Koloidni soustavy jsou dvojiho druhu. Bud’ jsou tvofeny mikro krystalky kovi, jez jsou
v kapalném prostfedi jemné rozptyleny a davaji koloidnimu roztoku charakteristické
zabarveni, nebo ,rozpuSténymi" casticemi jsou shluky organickych molekul
(makromolekul — naptiklad. proteinti). Koloidni roztoky tvofi pfechod mezi pravymi
roztoky a roztoky, jakymi jsou suspenze a emulze.

Pokud je v rozpoustédle rozptylena pevna latka s ¢asteCkami o velikosti > 1 pum, napf.
grafitovy prach, mluvime o suspenzi, v ptipadé rozptylené kapaliny, vytvofené napft.
drobnymi kapi¢kami oleje ve vodé, nazyvame nepravy roztok emulzi. Céstice tvofici
suspenzi nebo emulzi jsou ve vétSiné piipadl zjistitelné optickym mikroskopem. U
suspenzi i emulzi dochazi po urcité dobé k rozdéleni jejich slozek — sedimentace.
Odstfed’ovanim lze tento proces urychlit.

4. Fotometrie a Spektrofotometrie

Fotometrie je jednou ze zakladnich analytickych metod umoZznujicich kvantitativni
i kvalitativni analyzu vzorku. Principem fotometrie je interakce zateni s molekulami
vzorku, pii¢emz dochazi k fad¢ optickych jevl — absorpce, emise, rozptyl aj. Pokud se
pfi analyze pouzije zafeni jedné konkrétni vinové délky, hovoiime o fotometrii, pokud
pouzijeme zafeni o proménlivé vinové délce (spektrum), hovoiime o spektrofotometrii
(obr. 2.).

a) fotometrie - M¢feni absorpce svétla vzorkem jestlize:

meéieni probiha pii jedné nebo nékolika konkrétnich vinovych délkach, které
vét§inou odpovidaji absorpénimu maximu dané latky. Absorpéni maximum je
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charakteristické pro kazdou latku a pii fotometrii se pouziva pro specifickou
kvantifikaci analyzované latky.

b) spektrofotometrie - Méteni absorpce svétla vzorkem jestlize:

méfeni probihd v uritém souvislém rozsahu vinovych délek zaieni. Vysledkem
spektrofotometrické analyzy je absorpéni kiivka/spektrum, jejiz prubéh je specificky
pro kazdou latku a vyuzivd se tedy pro kvalitativni analyzu (identifikace latky
Vv roztoku).

Obrazek 2.:

Fotometricka a
spektrofotometrickda analyza:

Pri  fotometrické analyze se
stanovuje absorbance pri jedné
konkrétni vinové délce — v pripade
stanoveni NAD+ pri 260 nm, pri
stanoveni NADH pri 340 nm.
Vysledkem je tedy pouze jedna
hodnota absorbance. Pri
spektrofotometrické  analyze se
méreni provddi ve spojitém intervalu
vinovych délek — v tomto pripade od
240 do 450 nm. Vysledkem je tedy
kiivka.

Absorbance

260 nm 340NM  yinovd délka

Jednou z nejcastéjsich aplikaci fotometrie je kvantitativni analyza — tedy stanoveni
pfesné koncentrace latky v roztoku. Pfi kvantitativni analyze se vyuziva skuteCnost
postulovana Lambert-Beerovym zakonem (obr. 3.):

A=-log T=¢gc'l

A = absorbance pr¥i zvolené vinové délce

T = transmitance p¥i zvolené vinové délce

& = molarni absorpcni koeficient pri zvolené vinové délce
¢ = latkova koncentrace méreného roztoku (mol/l)

| = tloustka mérené vrstvy (kyvety) cm
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Obrazek 3.. Lambert-Beeritv zdkon je matematické vyjadreni zavislosti miry
absorpce zdreni na vlastnostech latky, skrz kterou zdreni prochdzi. Pomér intenzit
zdrieni po (12) a prred (11) priichodem roztokem se oznacuje jako transmitance (T). Pro
vetsinu kvantitativnich analyz se jako vyhodnocovaci parametr pouziva zaporny
dekadicky logaritmus T, ktery se nazyva absorbance (A). Absorbance primo umérné
zavisi na koncentraci vzorku (c) a tloust'ce vrstvy, kterou zdareni prochazi (1 —
odpovida Sirce kyvety). Specifické absorpcni viastnosti kazdé latky charakterizuje
moldrni absorpéni koeficient (¢). Grafické vyjadreni hodnoty A u vzorkit se zndmou
koncentraci (A; B, C) se oznacuje jako kalibracni kiivka, ktera ma u pravych roztoki
V urcitéem rozsahu linedarni priitbéh. Rozsah koncentract pokryvajici linedrni zavislost
absorbance na koncentraci se oznacuje jako linearita.

Pii kvantitativni analyze 1ze hodnotu koncentrace neznamého vzorku ziskat témito
zpusoby:

a) vypoctem z Lambert-Beerova zakona, zname-li molarni absorp¢ni koeficient

b) odeétenim z kalibraéni kiivky
Kalibrac¢ni kiivka je grafické zndzornéni vztahu mezi dvéma proménnymi — napf.
zavislost absorbance na koncentraci. Zméfenim absorbance sady standardnich
roztokii o zndmé koncentraci zkonstruujeme kalibracni kiivku. Z ni nésledné
muzeme odecist koncentraci neznamého vzorku, po pfedchozim stanoveni jeho
absorbance. Kalibra¢ni kiivku lze pouzit pouze v oblasti linearity — viz. dale.

C) zméfFenim absorbance standardniho roztoku o znamé koncentraci, absorbance
roztoku vzorku a naslednym vypoctem ze vztahu: Ast/Avz = Cst/Cvz

At = absorbance standardu

Ay, = absorbance vzorku

Cst = ldtkova koncentrace standardu
Cv: = latkova koncentrace vzorku

Vzhledem k tomu, Ze k absorpci zareni dochazi na urovni molekulovych orbitalt,
nelze Lambert-Beertv zakon aplikovat na soustavy, ve kterych dochazi kromeé absorpce
zareni i k jinym optickym jeviim — naptiklad k rozptylu. V takovém piipadé neni mira



transmitance, respektive absorbance ovlivnéna jen proménnymi S'C'l, ale i dalsimi

faktory, jako je velikost a struktura dispergovanych c¢astic, mirou sedimentace aj.

Koloidné disperzni soustavy se tedy za urcitych podminek nechovaji podle
Lambert-Beerova zakona.

Turbidimetrie a nefelometrie jsou analytické metody, které vyuZzivaji princip méteni
intenzity rozptyleného zafeni. Pouzivaji se pfedevsim pro analyzu koloidné dispersnich
soustav. Lisi se pouze pozici detektoru — turbidimetrie méfi zeslabeni intenzity zareni
po prichodu vzorkem — ¢im je vzorek vice zakaleny (koncentrovany), tim méné svétla
propusti; nefelometrie méfi intenzitu rozptyleného zafeni - ¢im je vzorek vice zakaleny
(koncentrovany), tim vice svétla rozptyli.

Piesnost fotometrickych metod

Vétsina fotometrd muze méfit absorbanci v rozmezi 0 az 3 nebo 4. To vSak neznamena,
ze by méfeni v celém tomto rozsahu bylo rozumné. Z definice absorbance vyplyva, ze
pii A =1, doslo k absorpci 90% z pivodni intenzity zafeni a jen 10% proslo k detektoru,
pii A = 2 doslo k absorpci 99% z puivodni intenzity zateni viz. obrazek 4. Pfi vysokych
hodnotach absorbance je tedy vysledek zatizen zna¢nou chybou a je obtizné
interpretovatelny. NejlepSich vysledkti se dosahne, bude-li se absorbance vzorku
pohybovat v rozmezi 0,2 az 0,8. Za rozumné lze povazovat méfeni v rozsahu 0,2 az 1,2.

Mvrooe

Je-li absorbance vys$i, je nutné vzorek fedit.

Obrazek 4.: Intenzita pohlceného zareni odpovidajici
konkrétni absorbanci vzorku.

i i proslo (%) |pohlceno (%) A
4 1 100 | 0 0
0.99 99 1 0.004
0.90 ) ' 10 0.05
050 50 50 | 03
0.10 10 9 1.0
0.01 1 99 2.0
| 0.001 0.1 99.9 30 |
0.0001 0.01 99.99 40 |

Blank, nebo také nulovy, nebo slepy vzorek, je roztok, ktery neobsahuje stanovovanou
latku, ale jinak ma stejné sloZeni jako analyzovany vzorek. PouZziva se pro odecteni
vlivu rozpoustédla na méreni. Na zacatku kazdého méfeni, je tfeba nejprve na
fotometru nastavit nulovou hodnotu — zmétenim absorbance blanku se takto ziskana
hodnota na fotometru urci jako 0. Nasledujici méfeni zaznamendva rozdil od této

hodnoty — jedna se tedy o relativni kvantifikaci, kdy se zobrazuje zména od nastavené
hodnoty 0.

Otazka: Je za urcité situace mozné méienim ziskat zapornou hodnotu absorbance?



Oblast linearity spektrofotometrie je rozsah koncentraci vzorku, pfi kterych je méfena
hodnota pfimo Umérna koncentraci analyzované latky. V praxi to znamend, Ze
spektrofotometr méti spravné, pouze pokud se koncentrace vzorku nachazi v daném
rozsahu linearity. Pfi pfekroceni tohoto rozsahu se absorbance piestavd chovat podle
Beerova-Lambertova zadkona, coz ovliviiuje piesnost métent.

Absorpéni maximum predstavuje vrchol v absorpénim spektru. VInova délka
absorpéniho maxima je tedy vlnovéa délka, pti které dana latka nejvice interaguje
(absorbuje) se zarenim.

Piesnost méfeni je velmi ovlivnéna i pfipravou vzorku a kyvety. Nejvyznamnéjsi vlivy,
které ovliviiuji piesnost spektrofotometrickych stanoventi, jsou:

e Je tfeba méfit ve vhodné kyveté, zvolend vlnova délka musi lezet v pasmu, pro
které je kyveta uréena

e Kyvety pro vzorky i blanky museji byt Cisté. To Ize ovéfit tak, ze naplnéné
destilovanou vodou daji vSechny stejnou absorbanci.

e S kyvetami je tfeba pracovat tak, aby nedoslo ke znecisténi optickych ploch
(napriklad dotykem prstii).

o Kyveta musi byt zvenc¢i suchd, uvnitt nesméji zustat bublinky vzduchu, méteny
roztok musi byt dokonale promichany. Kapka stékajici po kyveté, bublinky nebo
plovouci srazenina v méfeném roztoku se projevi obvykle tim, Ze se naméfena
absorbance neustale méni.

e Kyveta musi byt vzorkem dostate¢né naplnéna.

e Méii-li se vice vzorkil postupné v jedné kyvetg, je tieba pracovat tak, aby chyba
zpusobena zbytky ptedchoziho roztoku byla co nejmensi. Obvykle se kyveta mezi
vzorky vyplachuje destilovanou vodou a pak se co nejlépe vysusi. PresnéjsSich
vysledkii se dosahne, pokud se kyveta po vymyti jeSté proplachne malym
mnoZzstvim vzorku, ktery se vylije a pak teprve se kyveta naplni potiebnym
mnoZstvim vzorku pro méfeni. Pokud se pracuje s n€kolika podobnymi roztoky,
mize byt presnéjsi kyvety mezi nimi neproplachovat destilovanou vodou, jen je
co nejlépe vylit a vysusit.

o Kazdé¢ méfeni by se idedlné¢ mélo provadét v sadé — tzv. replikatu. Timto
zpiisobem se minimalizuje chyba. Vysledek se v takovém piipadé uvadi jako
aritmeticky primér z namefenych hodnot +/- smérodatna odchylka.

Nasobné redéni

Koncentrace roztoku se velmi casto vyjadiuje ve formé nasobku fedéni/koncentrovani
oproti cilové koncentraci. V praxi tedy oznaceni 10x znamen4, Ze dany roztok ma 10 krat
vy$$i koncentraci, nezZ je koncentrace cilova. Pokud je tedy cilova koncentrace 0,1 mol/l,
pak 10x koncentrovany roztok ma koncentraci 1 mol/l. Takovyto zapis zaroveil znamena,
ze roztok o dané koncentraci, predstavuje pomérnou ¢ast z celkového objemu roztoku o
cilové koncentraci. Z 10x koncentrovaného roztoku pfipravime roztok o cilové
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koncentraci tak, ze smichame 1/10 vysledného objemu 10x koncentrovaného vzorku a
9/10 vysledného objemu rozpoustédla — jedna se tedy o fedéni 1:9.

Piiklad:

Vypoctéte objemy vody a 10x koncentrovaného zdasobniho roztoku NaCl, potiebné k pripravé
0,5 | 1x koncentrovaného pracovniho roztoku.

Reseni:

Zasobni roztok je oproti pracovnimu roztoku 10x koncentrovany. Ve vysledném objemu
pracovniho roztoku, je tedy zdsobniho roztoku 1/10.

Pracovni roztok tedy piipravime smichdanim 50 ml (1/10 vysledného objemu — tedy 0,5l)
zasobniho roztoku a 450 ml vody.



