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1. WPROWADZENIE DO ZAJEC Z BIOCHEMII

Celem tych éwiczen jest zapoznanie studenta ze specyfikg pracy w laboratorium bio-
chemicznym, ze szczegolnym uwzglednieniem zasad bezpieczenistwa. Studenci zapo-
znajq sie (za pisemnym potwierdzeniem) z instrukcja BHP oraz ze szczegélowymi
zasadami postepowania obowigzujacymi na zajeciach, ktére omawia prowadzacy.
Dla wiekszosci studentéw nowoscia jest korzystanie z pipet automatycznych, dlatego
na pierwszych éwiczeniach uczg sie postugiwania tymi pipetami. Dodatkowym celem
zajeC jest sprawdzenie umiejetnoSci przeliczania stezen i rozwigzywania prostych
zadan. Umiejetnosé przeliczania stezen i sporzadzania roztwordéw jest bowiem nie-
zbedna w laboratorium biochemicznym oraz w toku dalszych studiow. Przyklady ty-
powych zadan zwigzanych z takimi przeliczeniami podano ponize;j.

INSTRUKCJA BEZPIECZENSTWA
W STUDENCKIM LABORATORIUM BIOCHEMICZNYM

I. UWAGI OGOLNE

1. W laboratorium moga przebywac studenci, ktorzy zaliczyli szkolenie ogolne BHP
oraz szkolenie specjalistyczne przed rozpoczeciem zaje¢ danego typu (za po-
twierdzeniem).

2. Cwiczenia laboratoryjne moga odbywaé sie wylacznie pod nadzorem osoby pro-
wadzacej zajecia; bez jej wiedzy nie wolno przeprowadzaé zadnych doswiadczen.

3. Przebywajac w laboratorium nalezy zawsze nosié fartuch laboratoryjny zapiety
oraz okulary (korekcyjne lub ochronne). Dlugie wlosy nalezy nosi¢ spiete.

4. W laboratorium wystepuja nastepujace zagrozenia:

1) substancje niebezpieczne: (wysoce) latwopalne (np. aceton F); zrace (np.
kwasy i zasady stezone C), rakotwoércze i mutagenne (np. benzen, kat. 1),
(bardzo) toksyczne (np. cyjanki T+), szkodliwe (Xn), draznigce (Xi), niebez-
pieczne dla Srodowiska (np. roztwory bromu N);

2) czynniki chemiczne: pary substancji toksycznych (szkodliwych) draznigcych
w trakcie ich przelewania;

3) czynniki fizyczne: promieniowanie UV emitowane przez lampe do ogladania
preparatow.

5. Karty charakterystyki substancji i preparatow niebezpiecznych znajduja sie
w laboratorium na tablicy informacyjne;j.
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6. Wszelkie czynnosci przy stosowaniu substancji niebezpiecznych (w szcze-
golnosci stezonych kwaséw i zasad oraz substancji lotnych) nalezy wykonywaé
pod dygestorium, noszac okulary i rekawice ochronne.

II. PODSTAWOWE CZYNNOSCI PRZED ROZPOCZECIEM PRACY

1. Przed przystapieniem do pracy nalezy zapoznac sie¢ z procedurg wykonywania
doswiadczenia oraz z wlasciwo$ciami fizykochemicznymi stosowanych substan-
cji ipreparatow niebezpiecznych. Informacje szczegolowe znajdujg sie
w kartach charakterystyki.

II1. ZASADY BEZPIECZNEGO WYKONYWANIA PRACY

1. W celu wyeliminowania pomytek wynikajacych z uzycia niewtasciwych odczyn-
nikéw, nalezy wyrobi¢ sobie nawyk dwukrotnego odczytywania etykiety na bu-
telce.

Nie wolno pozostawiaé butelek otwartych, ani odktada¢ korkow na stdl, aby
nie dochodzilo do zamiany korkow.

Pobranych roztworéw nie wolno zlewaé¢ z powrotem do butelek, z ktérych
roztwoér zostat pobrany.

2. Wszelkie rozlania substancji niebezpiecznych nalezy natychmiast zetrze¢ recz-
nikiem papierowym.

3. Roztwory nalezy pobiera¢ pipetami automatycznymi (stosujgc zawsze czyste
konicowki) lub pipetami szklanymi zaopatrzonymi w pompke/gruszke gumows.
Nie wolno aspirowaé ustami! Pipety szklane nalezy natychmiast opluka¢. Zuzyte
koncowki plastikowe nalezy odlozy¢ do wyznaczonego pojemnika lub wedtug in-
strukcji.

4. Plyny ogrzewane w probowce nalezy stale mleszac, aby nie doszlo do przegrza-
nia cieczy — co moze spowodowac gwa}towne jej wyrzuceme Wylotu probéwki
nie wolno kierowa¢ ani na siebie, ani na kolegéw, nie nalezy si¢ tez nachyla¢ nad
naczyniem z ogrzewanym plynem, zaglada¢ do probowki, itp.

5. Przed wirowaniem nalezy upewni¢ sie, czy rotor jest wywazony (masa przeciw-
leglych probowek lub prob6wek i pojemnika powinna by¢ jednakowa), a takze
czy na dnie pojemnika znajduja si¢ gumowe podktadki.

6. Przy stosowaniu lampy promieniowania UV nie wolno kierowaé $§wiatla lampy
na oczy (wszystkie osoby w laboratorium noszg okulary ochronne).

7. Za wyjatkiem substancji wymienionych w pkt. 8. — zuZzyte roztwory nalezy wy-
lewa¢ do zlewu przy otwartym strumieniu wody. Zlew nalezy sptukaé.

8. Zuzyte roztwory substancji toksycznych i niebezpiecznych dla srodowiska moz-
na zlewaé¢ wylacznie do wyznaczonych pojemnikéw. UWAGA: wylanie roztwo-
ru cyjanku do zlewu lub do roztworu kwasnego moze spowodowaé gwaltowne
wydzielenie si¢ cyjanowodoru i zatrucie ze skutkiem $miertelnym.
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Uszkodzone szklo laboratoryjne nalezy wklada¢ do oznakowanych workéw lub
pojemnikéw — w celu utylizacji.

V. CZYNNOSCI PO ZAKONCZENIU PRACY

Po skonczonej pracy student powinien umy¢ szklo laboratoryjne, odstawi¢ od-
czynniki na wlasciwe miejsce, stol laboratoryjny pozostawié czysty i suchy oraz
umy¢ rece woda i mydlem.

VI. UWAGI KONCOWE

W pracowni nie wolno spozywa¢ pokarméw i plynéw, zué gumy ani palic¢ tytoniu
(zasada ogdlna).

W miejscu pracy nalezy zachowywa¢ porzadek. Na stole laboratoryjnym nie na-
lezy klaé¢ przedmiotéw nie zwigzanych z wykonywanym doswiadczeniem (np.
ksigzek). W laboratorium nalezy zachowa¢ spokdj.

Kazda awaria urzadzenia lub instalacji winna byé niezwlocznie zgloszona pro-
wadzacemu. Nie wolno uruchamiaé maszyn i urzadzer oznakowanych jako nie-
sprawne.

Pierwsza pomoc: W przypadku oblania ciata substancja chemiczng nalezy na-
tychmiast splukac to miejsce obficie woda, a dopiero potem podjaé kroki zale-
cane w karcie charakterystyki.

Apteczka wraz z ogoélng instrukcjg udzielania pierwszej pomocy znajduje sie
w sali nr C 139. Osobg odpowiedzialng za organizacje udzielenia pierwszej po-
mocy jest pracownik prowadzacy zajecia.

O kazdym zaistnialym wypadku studenta nalezy natychmiast powiadomi¢ pro-
wadzgacego zajecia, ktéry ma obowigzek zawiadomié Inspektorat BHP. Jezeli za-
chodzi potrzeba konsultacji lekarskiej, studentowi powinien towarzyszyé pra-
cownik (nie inny student). Do lekarza nalezy zabraé karte charakterystyki
substancji, ktora byla przyczyna wypadku. Stanowisko pracy, jezeli nie stwarza
zagrozenia, nalezy pozostawi¢ w niezmienionym stanie — w celu dochodzenia
przyczyn, prowadzonego przez pracownikéw Inspektoratu BHP UJ.

Ochrona przeciwpozarowa i ewakuacja: W laboratorium znajduja sie na-
tryski ratunkowe, sluzace do splukania substancji niebezpiecznej przy oblaniu
ciala. Gaénice znajduja sie w korytarzu w miejscach oznakowanych. Nie wolno
zastawia¢ dostepu do tych urzadzen. W przypadku alarmu nalezy natychmiast
wylaczy¢ urzadzenia elektryczne i opusci¢ budynek drogg ewakuacyjna.

Zatwierdzone i podpisane kopie Instrukcji s3 wywieszone w studenckich labora-

toriach biochemicznych.
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ZASADY PIPETOWANIA
NASTAWNYMI PIPETAMI AUTOMATYCZNYMI

Nastawne pipety automatyczne pozwalaja na dokladne pipetowanie réznych objeto-
Sci plynow. Istnieje kilka typ6w pipet r6znigcych sie zakresem odmierzanych objeto-
§ci: 0,2—2 pl, 0,5-10 pl, 2—20 pl, 20-200 pl, 200 pl —1 ml, 1—-5 ml. W trakcie éwi-
czenh z biochemii stosowane sa najczesciej pipety o zakresach: 2—20 ul, 20—200 pl,
200 Wl -1 ml.

Na trzonek pipety naklada sie plastikowa koncéwke. Tloczek pipety ma dwa punk-
ty oporu. Przy pobieraniu plynu do koncéwki tloczek naciskamy tylko do pierwszego
punktu oporu, zanurzamy w roztworze, stopniowo zwalniamy tloczek. Gdy wypusz-
czamy plyn z pipety tloczek naciskamy do drugiego punktu oporu. Czestym bledem
przy pipetowaniu jest naciaganie plynu przy ttoczku nacisnietym do drugiego punktu
oporu — wowczas pobrana objetos¢ plynu jest wieksza od nastawionej na pipecie.

Na co trzeba zwracaé¢ uwage przy pipetowaniu:

1. Koncowka powinna by¢ mocno osadzona na trzonku; w przeciwnym razie
pipeta naciaga i plyn i powietrze a zatem objetos¢ plynu jest mniejsza od
przewidywane;j.

2. Koncowke pipety zanurzamy w pobieranym plynie jak najplycej, aby jak
najmniej plynu pozostawalo na zewnetrznych $ciankach koncowki. Waz-
ne jest, aby caly czas podczas pipetowania byla zanurzona w plynie.

3. Plyn pobieramy lagodnym ruchem, tak aby nie wciaggnaé go do trzonka
pipety (a tylko do koncowki).

4. Pipete trzymamy skierowang konicéwka w dol; nie wolno odktadaé na bok
pipety z nabranym plynem.

5. Po pobraniu plynu, sprawdzamy orientacyjnie czy w konicbwce jest prze-
widziana ilos¢ plynu. Nabierajac doswiadczenia w pipetowaniu, potrafimy
okresli¢ czy rzeczywiscie w koncéwce pipety znajduje sie 2, 20 czy 200 pl.
Jesli mamy watpliwosci, powtarzamy pipetowanie.

6. Plyn wypuszczamy z pipety naciskajac tloczek do drugiego punktu oporu.
Jesli przygotowujemy rozcienczenia i pipetujemy male objetosci, warto
wypuszczac plyn od razu do rozcieniczalnika. W innym przypadku nalezy
sprawdzié¢, czy kropla plynu wypuszczana z pipety znalazla sie na dnie
probowki i czy nie zostala z powrotem weiggnieta do pipety.

7. Dokladnosé¢ dzialania pipety mozna okresowo sprawdzaé¢ wykorzystujac
wage analityczna i wazac pobierane przez pipete objetosci wody destylo-
wanej.

ZAGADNIENIA DO OPRACOWANIA:

Stezenia procentowe wagowo-wagowe (w/w) i wagowo-objetosciowe (w/o).
Stezenie molowe — jednostki (M, mM, uM, nM, pM, fM).

Jednostki masy i objetosci (kg, g, mg, pug; dm3 (1), cm3 (ml), mma3 (ul).
Sporzadzanie roztworéw, przygotowywanie rozcieficzen.

Prawo Lamberta-Beera.

Zadania do opanowania.
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SPOSOBY WYRAZANIA STEZEN

1. Stezenie procentowe — odnosi si¢ do masy substancji i masy roztworu, infor-
muje o liczbie gramoéw substancji zawartej w 100 g roztworu (procent wagowo-
wagowy, w/w). Zastosowanie ma roéwniez procent wagowo-objetosciowy, w/o
(liczba gramow substancji zawarta w 100 ml roztworu).

2. Stezenie molowe — to liczba moli substancji rozpuszczonej w 1 dm3 roztworu.
Roztwoér zawierajacy 1 mol substancji w 1 dm3 to roztwér jednomolowy, co
mozna zapisac albo jako stezenie 1 mol/dm3 albo 1 M.

Nie nalezy moéwic: ,,roztwor o stezeniu 10 milimoli” ani ,roztwor 10 milimolarny”.
Prawidlowe sformulowania to: roztwér dziesieciomilimolowy albo roztwér o stezeniu
10 mmoli/dma3.

Do przeliczenia stezenia molowego na procentowe albo stezenia procentowego na
molowe czesto potrzebna jest znajomos$é gestosci roztworu. Gestos$é roztworu wyra-
zamy w g/cm3 lub w kg/dm3. W przypadku roztworé6w wodnych o niewielkim steze-
niu mozna przyjac gestosc roztworu jako rowng gestosci wody (1 g/cm3).

PRZYKLADY ZADAN DO OPANOWANIA

Ile nalezy odwazy¢ NaOH aby przygotowac 150 ml dwumolowego roztworu?
Obliczy¢ stezenie molowe NaCl, jesli w 200 ml roztworu znajduje sie 3,5 g tego
zwigzku.

5. Stezony kwas H.SO, jest 96% (procent wagowy) i ma gestos¢ 1,84 g/cma3. Obli-
czyé objeto$¢ stezonego kwasu potrzebng do sporzadzenia (i) 500 ml 2M
H.SO, (i) 100 ml 12% roztworu.

6. Jak przygotowaé 500 ml 0,2 M roztworu HCI? Stezony HCI jest 37,5% (pro-
cent wagowy) i ma gestos¢ 1,19 g/cms.

7. Ilu molowy roztwér NaOH otrzymamy po zmieszaniu 50 ml dwumolowego
roztworu NaOH z 120 ml 0,75 molowego roztworu NaOH?

8. 12,5 g NaCl rozpuszczono w 150 ml H;0. Podaj stezenie procentowe roztworu
(procent wagowo-objetosciowy).

9. W 120 g roztworu znajduje sie 7,5 g NaCl. Ilu procentowy jest to roztwor?

10. Do 15 g 15% roztworu dodano 120 g H,O. Podaj stezenie procentowe otrzyma-

nego roztworu.

P w

1.1. Przygotowanie serii roztworéw K,Cr,0,

0 roznym stezeniu
ZASADA:
Dokladnos¢ pipetowania mozna sprawdzi¢ przez pomiar absorbancji roztworéw
przygotowanych w oparciu o roztwdér wyjSciowy barwnej substancji, np. chromianu
(VD) potasu.

Absorbancja (gesto$¢ optyczna) jest miara absorpcji promieniowania przez dana
substancje i wyraza sie wzorem:

A=logl—l0

gdzie: A — absorbancja, I, — natezenie $wiatla padajacego, I — natezenie $wiatla
po przejsciu przez oSrodek pochlaniajacy $wiatto.
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Jesli oérodkiem pochlaniajacym $wiatlo jest roztwor jakiej$ substancji, to absor-
bancja bedzie zalezala od grubosci warstwy osrodka, stezenia substancji i jej wlasci-
wosci optycznych. Te zalezno$¢ opisuje prawo Lamberta-Beera:

A=cxlxe

gdzie: A — absorbancja, ¢ — stezenie substancji, 1 — grubo$¢ warstwy, przez ktora
przechodzi $wiatlo, e — molowy wspolczynnik absorpcji.

Rdzne substancje w réznym stopniu pochlaniaja $wiatto o roznej dtugosci fali. Dla
kazdej substancji mozna wyznaczyé molowy wspélczynnik absorpcji $wiatla o danej
dhugosci fali. Jest on rowny absorbancji jaka wykazuje roztwér substancji o stgzeniu
1 mol/dm3 przy grubosSci warstwy rownej 1 cm.

Znajac molowy wspdlczynnik absorpcji dla danej substancji i mierzac absorbancje
roztworu tej substancji mozna obliczy¢ jej stezenie.

Poniewaz absorbancja jest wprost proporcjonalna do stezenia substancji, mozna
pomiar absorbancji roztworéw wykorzystaé¢ do sprawdzenia doktadnosci pipetowania.

WYKONANIE A (z uzyciem probéwek i spektrofotometru):

Przygotowaé 5 probowek i do kazdej odpipetowaé po 1 ml wody. Przygotowa¢ serie
réznych stezeri chromianu dodajac do powyzszych probowek 2, 4, 6, 8, 10 ml wyj-
$ciowego roztworu K.Cr,0, (20 mg/ml). Zmierzyé absorbancje roztworéw przy dlu-
gosci fali 410 nm wzgledem wody. Wykreslié¢ krzywa zaleznosci absorbancji od steze-
nia K,Cr,0,. Pierwszy punkt krzywej to punkt o wspélrzednych (o, 0). Jesli ktorys
z punktéw doéwiadczalnych odbiega znaczaco (o 20%) od wartoSci wyznaczonej
z réwnania otrzymanej prostej, powtorzy¢ doswiadczenie.

WYKONANIE B (z uzyciem 96-studzienkowej mikroplytki testowej, przedstawio-
nej na ponizszym schemacie i czytnika do mikroplytek):

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

T Q@ m m O o w >

Studenci pracujacy w podgrupach moga kolejno korzystaé z tej samej plytki. Pierw-
sza podgrupa studentéw wykorzystuje rzad 1i 2, druga podgrupa rzad 3 i 4, trzecia —
516 itd.
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Do dwach kolejnych studzienek w szeregu A (np. A1 i A2) odpipetowaé po 200 ul
wody, do dwéch studzienek szeregu B po 198 ul wody i do kolejnych studzienek sze-
regbw C, D, E i F odpipetowaé odpowiednio po 196, 194, 192 i 190 pl wody. Nastep-
nie do dwéch studzienek szeregu B zawierajacych wode odpipetowac po 2 pl roztwo-
ru wyjSciowego K.Cr,0, (20 mg/ml); do studzienek szeregu C — po 4 ul i do
studzienek kolejnych szeregow: po 6, 8 i 10 ul roztworu wyjsciowego K.Cr,0O,. Zmie-
rzy¢ absorbancje roztworéw na czytniku do plytek przy 410 nm wzgledem wody. Ob-
liczyé §rednig absorbancje i odchylenie standardowe dla duplikatéw przygotowanych
dla kazdego rozcieficzenia. Warto$é odchylenia standardowego nie powinna przekra-
cza¢ 10% warto$ci zmierzonych absorbancji. Wykresli¢ krzywa zaleznosci absorban-
cji od stezenia K;Cr,0,. Pierwszy punkt krzywej to punkt o wspoélrzednych (o, 0).
Powtorzy¢ doswiadczenie, jesli dla ktéregos z punktow odchylenie standardowe
przekracza 20% warto$ci absorbancji lub ktorys z punktéw doswiadczalnych odbiega
znaczaco od wartosci wyznaczonej z rOwnania otrzymanej proste;j.

UWAGA: nalezy unikac¢ tworzenia baniek powietrza w studzienkach.

1.2. Metoda seryjnych rozcienczen

ZASADA:
W wielu do$wiadczeniach wykorzystuje sie seryjne rozcienczenia badanych prepara-
tow lub standardéw. Przygotowuje sie kilka roztworéw, w ktorych stezenie danej
substancji w probce nr 1 jest wielokrotnoscia stezenia tej substancji w probce nr 2,
ktore z kolei jest ta sama wielokrotnos$cia stezenia w probcee 3 itd. Na przyktad mozna
przygotowaé serie dwukrotnych albo dziesieciokrotnych rozcienczen roztworu wyj-
$ciowego. Przy serii dwukrotnych rozcieficzef roztworu o stezeniu 1%, uzyskamy roz-
twory: 0,5%; 0,25%; 0,125%; 0,0625%; 0,0313% itd.

Przy serii dziesigciokrotnych rozciefczen roztworu 100 mM uzyskamy roztwory
o stezeniach: 10 mM, 1 mM, 100 UM, 10 uM, 1 uM, 100 nM itd.

WYKONANIE:

Przygotowac 2 ml 25 x rozcienczonego wyjsSciowego roztworu K.Cr.O, (80 pl + 1,920
ml wody) — probowka nr 1. Jakie jest stezenie K.Cr,O, w tym roztworze? Przygotowa¢
serie dwukrotnych rozcienczen tego roztworu. Do 5 probéwek (oznaczonych numera-
mi 2-6) odmierzyé po 1 ml wody. Z probéwki nr 1 pobraé¢ 1 ml roztworu K,Cr.O,
i przenie$é do probowki nr 2, wymiesza¢ zawarto§é probowki, pobraé 1 ml i przeniesé
do probowki nr 3. Wymiesza¢ zawartos¢ prob6wki nr 3 i przenie$é 1 ml do probowki
nr 4 itd. Zmierzyé¢ absorbancje roztworéw przy 410 nm, wzgledem wody. Wykreslié
krzywa zaleznos$ci absorbangcji od stezenia K.Cr,0,. Pierwszy punkt krzywej to punkt
o wspélrzednych (0,0). Powtérzy¢ doswiadezenie, jesli ktorys z punktéw doswiadczal-
nych odbiega znaczaco od warto$ci wyznaczonej z réwnania otrzymanej prostej.

ODCZYNNIKI:
Roztwor K,Cr,0; o stezeniu 20 mg/ml.

SPRZET LABORATORYJNY:
Spektrofotometr, czytnik do mikroplytek.
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