Uvod do prace v biochemické laboratofi
Méreni objemu
Odmérné nadoby a dal$i pomicky v chemické laboratoFi

Pri pripravé roztokl a manipulaci s kapalinami pouzivame r@izné laboratorni nddoby a pomdcky. Lisi se i¢elem, k némuz maji byt
pouzity, a presnosti. Dodrzeni teploty je dllezité, protoZe hustota kapaliny se méni s teplotou.

Porovnejme hustotu cisté vody za ridznych teplot: Pri teploté 4 °C obsahuje jeden litr témér presné jeden
kilogram cisté vody. S rostouci teplotou hustota klesd, takze pri 20 °C je to uZ o dva gramy méné a pri
teploté 37 °C vazi jeden litr &isté vody jen asi 993 gramdt!.

Odmeérné nadobi je obvykle kalibrovano pri 20 °C (v USA 25 °C). Kalibracni teplota je vyznacena na kazdé odmérné nadobé.

Je treba mit na paméti, Ze teplota mnoha roztoki se béhem miseni méni - napr. anorganické kyseliny a
louhy se pri redéni zahrivaji, naopak mnoho soli se pri rozpousténi ochlazuje. Pri odmérovani a pripravé
takovych roztokd tak miZe nepozorované vziknout vyznamnd chyba

Pom{icky k odmérovani objemu tekutin

Pomiicka Obvykly rozsah objemu Presnost
Erlenmayerova barka, kddinka 5-5000 ml jen orientacnf
Odmérna banka 5-2000 ml vysoka
Odmeérny valec 5-2000 ml strednfi
Byreta 1-100 ml vysoka
Pasteurova pipeta, kapatko 1-5ml mala
Sklenénd pipeta 1-100 ml vysoka
Automaticka pipeta 5-5000 ul vysoka
Automaticky davkovac 0,1-100 ml stredni
Mikrostrikacka 0,5-1000 ul vysoka
Pistoventilovy davkovac 1-500 ml strednf

Kadinky

Pouzivaji se k orienta¢nimu stanoveni objemd kapalin. Kromé hrubého odmérovani objemu slouzi kadinky hlavné k
rozpousténi latek, redéni kapalin, zahfivani a dalSim laboratornim operacim. Pro nizkou pfesnost méreni se
obvykle mezi odmérné nadoby ani neradi.

Odmérné baiky a odmérné valce . a8,
Kadinka

Odmeérné barky a odmérné valce se kalibruji ,na doliti“, coz je na nich vyznaceno znackou D podle ¢eského dolit

nebo IN podle anglického include. Po doplnéni na pfislusnou rysku ma kapalina uvnitf nddoby presné

uvedeny objem. Prelijeme-li kapalinu do jiné nddoby, urcité mnozstvi zlstane v podobé tenkého filmu ¢i " et

kapek na sténéach, takze prelitim preneseme mensi nez vyznaceny objem. - tH

Objem se obvykle udava v mililitrech. Pri odmérovani musi nddoba stat na pevné, vodorovné podlozce.
Spravny objem je odmeéren, jestlize se meniskus kapaliny svym dolnim okrajem dotyka rysky na nadobé.
Odmeérné valce slouzi pouze k pribliznému odmérovani, odmérné barky slouzi k pripravé roztokd o
presné koncentraci.

Byrety, pipety, davkovace a strikacky Odmérny vélec a
odmérna barka

Byrety, pipety, ddvkovace a stfikacky odméruji objem kapaliny odebirané do jiné nadoby.

Pipety a byrety jsou obvykle kalibrované ,,na vyliti“, znacka V podle ¢eského vylit nebo Ex podle anglického exclude. Kapalina
z nich vytekla od pfislusnych rysek ma uvedeny objem. Obsah pipety nevyfukujeme, i kdyz zlstane ve $pi¢ce kapka. S jejim
objemem se pri kalibraci pocita.

= Byrety

Pouzivaji se pri titracich, nebo tam, kde se opakované odméruje stejny objem kapaliny. Jedna se o sklenéné nebo umélohmotné
kalibrované trubice uzavrené kohoutem. Byreta se pomoci drzdku upevni svisle ke stojanu. Pri uzavieném kohoutu se opatrné
pomoci nalevky naplni prislusnou kapalinou. Nalevka se odstrani a pootevienim kohoutu se vypusti takové mnoZzstvi kapaliny, aby
se jeji dolni meniskus dotykal rysky. Pak je byreta pfipravena k titrovdni. Kohoutem se vypousti titra¢ni ¢inidlo a jeho objem se
dvakrdt. Poprvé pri ur¢ovani nulové znacky, podruhé pri odecitani vypusténého objemu. Jelikoz je odecitdna zména objemu,
nezélezi pfilis na zplsobu odeditani. VZzdy je vSak treba odeditat stejnym zplsobem.
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V rutinnich laboratorich se pouzivaji automatické byrety.

= Sklenéné pipety

fsoes

nahrazovany poloautomatickymi davkovaci. Objem sklenénych pipet mdze byt rlizny, od 1
do 100 ml. Mohou byt bud nedélené, urcené k méreni jediného objemu, nebo délené -
obvykle po mililitrech a desetindch mililitrQ. Stupnice miZze smérovat od Spicky smérem k Byrety
hornimu okraji nebo naopak.

Z bezpecnostnich ddvodl nikdy nenasdvame roztok do pipety Usty - k natazeni se pouzivaji
rdzné typy nastavcl nebo pistd.

Sklenéné pipety

Pri nasavani nesmi byt pipeta oprena o dno nadoby. Pred odmérovanim vzorku se pipeta nejprve naplni roztokem a
odebrany objem se vypusti do odpadni nddoby. Teprve pak se odebere presny objem a prendsi do nddoby pro dalsi
zpracovani. Roztok nesmi nikdy vniknout do pipetovaciho nastavce.

= Automatické pipety (pipetory, mikropipety, mikrodavkovace)

Jednou z moznosti odméreni malych objemé je pouziti automatickych pipet.

= Mikrostrikacky

Slouzi k pfesnému déavkovani malych mnoZstvi (0,1-1000 ul) kapalin. Skladaji se z jehly pfipojené Mikrodavkovace
ke sklenénému valci se stupnici, v némz se pohybuje pist. Jednotlivé typy se lisi priméry jehel a
pistd.

Mikrostrikacka

= Pistoventilové davkovace

Jsou tvoreny pistem se stupnici, ktery je nasazen na zdsobni [dhev. Umoznuji opakované davkovani
urcitého objemu kapaliny ze zasobni lahve. Davkovace uréené pro davkovani agresivnich chemikalif
(napr. silnych kyselin) maji sklenéné ¢asti vyrobené z borosilikdtového skla, plastové dily, které jsou ve
styku s kapalinou jsou vyrobeny z PTFE, ostatni dily jsou z PE nebo PP. V modernich typech davkovacl je
davkovani automatizovdno pomoci ovladacich modulg.

Automatické pipety

Podle zpUlsobu ovlddani rozlisujeme automatické pipety manudlini a elektronické. U manualnich pipet se
pistem pohybuje palcem ruky pomoci ovlddaciho tlacitka. Spravnost a presnost pipetovani je vyrazné ovlivnéna
zkusenostmi a zru¢nosti pracovnika. V pripadé elektronickych pipet pistem pohybuje elektromotorek. Oproti
manualnim nabizi navic naprogramovani zplsobu pipetovani. Podle povahy kapaliny Ize zvolit i riznou rychlost
pohybu pistu pfi nasavani a vytlacovani kapaliny.

Pistoventilovy
déavkovac

Na télo pipety (téz pipetor) se nasazuje jednordzova spicka. Pipetovana kapalina prichdzi do kontaktu pouze s
touto Spickou.

Automatické pipety Ize podle principu jejich prace rozdélit na dva zakladni typy:
= L Air displacement” pipety

Tento typ pipet vyuziva principu tzv. vzduchového polstare. Mezi pistem a kapalinou zlstava vzdy urcity objem vzduchu.
Objem kapaliny nasaty pipetorem do Spi¢ky se od objemu vzduchu, nasatého nebo vytlaceného pistem, mize mirné lisit
v zavislosti na hustoté a viskozité pipetované kapaliny, smacivosti povrchu sSpic¢ky pipetovanou kapalinou, teploté a
atmosférickém tlaku a dalSich vlivech. Pipetor proto musi byt pravidelné kalibrovan a sefizovan.

Pipety tohoto typu rozliSujeme dle provedeni jako jednokanalové (urcené pro pipetovani jednoho objemu dané
kapaliny v ¢ase) nebo jako vicekandlové (nejcastéji osmi nebo dvanactikanalové) uréené pro soucasné pipetovani
stejného objemu dané kapaliny do vice jamek v mikrotitra¢ni desti¢ce. Kazdy kanal u vicekanalovych pipet méa svj
vlastni pist, proto neni nutné vyuzit véech kanall najednou (je mozné pfipojit méné nez 8, resp. 12 Spicek).

Automatické pipety jsou konstruovany bud pro jeden fixni objem nebo jsou nastavitelné na vice objem@. Zména
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nastaveni objemu je moznd v urcitém rozmezi (napr. 10-100 ul) pomoci nastavovaciho Sroubu nebo knofliku.

= ,Positive displacement* pipetory
Tento typ pipet nasava kapalinu do Spic¢ky primo bez vytvoreni vzduchového polstare, tj. pist je v primém kontaktu s
odmeérovanou kapalinou. Kapalina nasaté do Spicky (bez vzduchové bubliny) se vypusti ven najednou (typ strikacky)

nebo po krocich ve stejném objemu (tzv. krokovaci pipeta, angl. stepper). Tento typ pipetord je vyhodné pouZivat pro
vysoce viskézni nebo tékavé kapaliny, anebo pro opakujici se pipetovani.

Zplsoby pouziti pipetoru

wychozi poloha 1. polaha 2. poloha
Primé pipetovani

Jde o nejcastéji pouzivanou techniku pipetovani. Pri primém pipetovani se do Spicky nasaje presné nastaveny objem a v dalSim
kroku se ze Spicky kompletné vytla¢i do zvolené nadoby. Protoze urcité mnozstvi kapaliny z8stava na vnitfnim povrchu Spicky jako
tenky film, je tfeba pred pipetovanim Spi¢ku smocit odmérovanou kapalinou. Pfima technika pipetovani se pouziva pro
odmérovani vétsiny vodnych roztokd, pufrll, zfedénych kyselin a zésad.

Postup
1 2 3 4
1. Nasadte na davkovac $pic¢ku. Stisknéte tlacitko ovladace do Vychozi poloha i
prvni polohy (nutno prekonat maly odpor pfri stisku tlacitka). l ‘[
2. Ponorte Spicku davkovace asi 2-3 mm pod hladinu roztoku.
Pomalu povolujte stisknuté tla¢itko ovladace za sou¢asného Stisk do 1. polohy--------¥-._.L_____¥*_ &

nasati vzorku do sSpicky.

Pomalym nasatim kapaliny do $pi¢ky se omezi mozny vznik turbulence, Stisk do 2. palohy
kterd mUze vyvolat vznik aerosolu a bublinek plynu, vychazejicich z
kapaliny. Optimalni rychlost nasdvani zavisi na vlastnostech kapaliny (na

Schema pipetovani-primé

jeji hustoté, tenzi par a viskozité).

= Vzdy sledujte, zda do Spicky nevnikly bublinky vzduchu (napf. pri prudsim povoleni pistu ovladace nebo Spatné
nasazené Spicce).

= VySSi presnosti pri pipetovani dosdhnete, kdyz Uplné sundate palec z tlacitka ovladace, jakmile dosdhne vychozi polohy.
3. Pomalu vytédhnéte 3picku z kapaliny. Pfi rychlém vytaZeni se mlze ztratit ¢ast obsahu $picky. Pred vytazenim Spicky z
kapaliny pockejte, hlavné u vétsich pipetort 500-5000 ul, asi 1-3 vtefiny.
4. Pri vytlacovani kapaliny drzte Spicku v mirném Ghlu proti sténé nadoby (10-459), tésné nad roztokem, ktery v ni uz je, a
plynule stisknéte tlacitko ovladace palcem do prvni polohy. Vyckejte asi 1 vterinu a pokracujte v rychlém stisku tlacitka
ovladace az do druhé polohy (pocitite vétsi odpor pfi stisku). Dbejte na to, aby nezlstaly kapic¢ky kapaliny ve $pi¢ce nebo
nebyly rozstriknuté na sténach nadoby.

5. Podrzte tlacitko ovladace zméacknuté a vytahnéte Spicku podél stény nadobky ven. Nyni povolte tlacitko ovladace.

Pri prfimém pipetovani vznika urcitd chyba tim, Ze na vnitfni plose $pic¢ky zlstane velmi tenky film prenasené tekutiny. Uvedenym
postupem tedy odmérime o néco mensi objem, nez je nastaveno na pipeté, pricemz chyba zavisi predevsim na vlastnostech
pipetované kapaliny a materidlu, z néjz je vyrobena Spicka. Uvedenou chybu Ize odstranit tim, Zze se pred pipetovanim vnitrni
plocha Spi¢ky smoci odmérovanou kapalinou. V praxi to znamena, Ze nejprve vySe popsanym postupem nasajeme roztok do
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Spicky, misto jeho odméreni do cilové nddoby jej vsak vratime zpét do zasobni nadoby. V tuto chvili je na vnitrni sténé Spicky
vytvoren film pipetované kapaliny, v pfipadé bezbarvych roztokl je pfi spravné technice okem neviditelny. Nasleduje odméreni
kapaliny presné podle vyse uvedeného postupu (pouze nenasazujeme novou $pic¢ku). Jelikoz mnozstvi kapaliny, které zlstava ve
Spicce, je prakticky konstantni, odmérime nyni skutecné nastaveny objem.

Pokud na vnéjsi sténé Spicky zlstanou kapky, je mozné je otfit bunicitou vatou lehkym pohybem shora dolf. Nikdy se buni¢inou
nedotykejte Usti Spicky, odséli byste ¢ast kapaliny, ktera je uvnitr.

Reverzni pipetovani

Pfi reverznim pipetovani do Spicky nasajeme vétsi objem kapaliny, nez ktery chceme odmérit, a v dalSim kroku vytlacime ze
$pi¢ky objem nastaveny na pipeté. Tento zplsob pipetovani poskytuje lepsi vysledky pfi praci s visk6znimi nebo vysoce tékavymi
kapalinami, kapalinami silné smacivymi a s roztoky, které péni. Hodi se i pro odmé&rovani velmi malych objemd{. Po pipetovani
zlstane ve Spicce vzdy zbytek kapaliny, kterou Ize vytlacit zpét do zdsobni nddoby nebo do odpadu pred vlastnim odstranénim
Spicky.

Postu
P 1 2 4
1. Stisknéte tlacitko aZ do druhé polohy (pocitite nejdfive slaby a Vychozi poloha C
poté vétsi odpor pistu pfi stisku tlacitka ovladace).
2. Ponorte Spicku pipety asi 2-5 mm pod hladinu roztoku. Pomalu

povolujte pist za souc¢asného nasati vzorku do 3picky. Stisk do 1. polohy --------f------
3. Pomalu vytadhnéte Spicku z kapaliny a odstrante kapky ulpélé

na vnéjsi sténé Spicky dotekem Spicky o okraj nadoby. _

4. PFi vytlacovani daného objemu kapaliny drzte &pi¢ku v mirném Stisk do 2. polohy
Uhlu proti sténé nadoby tésné nad roztokem, ktery v ni jiz je, a
pomalu plynule stisknéte palcem tlacitko ovladace do prvni
polohy.

5. Drzte tlacitko ovladace zmacknuté v této poloze a vytadhnéte Spicku z nadoby ven.

6. Cast kapaliny, kterd zlistane ve 3pi¢ce, vytlatte stiskem tla¢itka ovlada¢e do druhé polohy zpét do pivodni nddoby nebo
do odpadu.

7. Podrzte tlacitko ovladace zmacknuté a vytahnéte Spicku z kapaliny ven a pak povolte tlacitko ovladace.

Schema pipetovéani-reverzni

Opakované pipetovani

Tento zplsob pipetovani je ur¢en pro opakované pipetovani stejného

objemu, napf. pro pridavani ¢inidla do série zkumavek nebo do jamek 1 2 3 4 5 6
v mikrotitra¢ni desti¢ce. Jedna se vlastné o opakujici se reverzni Vychozi poloha “
pipetovani. Po nasati kapaliny do Spi¢ky se opakuji kroky 2 az 4. I J l I
Stisk do 1. polohy -------- S N S ) SN NS S R
- V4 Ve yd o
Pipetovani heterogennich vzorku _
Stisk do 2. polchy:.
Technika vhodna pro pipetovani heterogennich vzorkl jako je krev, Schema pipetovani-opakujici se
kdy neni snadny proplach Spi¢ky pred pipetovanim. Podoba se primé
technice, ale Spicka se predem nesmaci odmérovanou kapalinou.
Namisto toho se po preneseni kapaliny opakované proplachne roztokem, s nimz se odmérovana kapalina misi.
Postup )
nasati proplach
1. Stisknéte tlacitko do prvni polohy a ponorte Spi¢ku davkovace 1 2 3 4 5 6 7 8
asi 2-5 mm pod hladirju roztokuv. ) o Vychozi poloha i
2. Pomalu povolujte pist za soucasného nasavani vzorku do
Spicky.
3. Pomalu vytdhnéte Spicku z kapaliny a odstrafite kapky roztoku Stisk do 4. polofy==sczemYoaboi¥eodeoocb o oo oo e,
ulpélé na vnéjsi sténé Spicky vytazenim Spicky podél stény
nadoby.
4. Ponorte Spicku davkovace do cilového roztoku. Stisk do 2. polchy
5. Stisknéte ovladaci tlacitko do prvni polohy a pak ho pomalu _ o ) .
povolte do plvodni polohy. Tim dojde k nasati roztoku do $picky. Schema pipetovani-heterogennich vzorkd

Spi¢ku nevyndavejte z roztoku a opakujte tento krok, dokud

vnitrni sténa Spicky neni Cista.

6. Po sténé povytahnéte Spicku nad hladinu roztoku a vyprazdnéte ji stiskem tlacitka ovladace do druhé polohy.

7. Podrzte tlacitko ovladace zmacknuté a vytdhnéte Spicku z nddoby podél stény ven a pak povolte tlacitko ovladace.

Filtrace
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Filtrace se pouzivd k rozdéleni smési na zakladé velikosti ¢astic. Filtrovana smés se
nalije na filtr z vhodného porézniho materialu. Céstice, které jsou mensi nez péry, filtrem
prochézeji a dostavaji se do filtratu, zatimco vétsi ¢astice zlstanou na povrchu filtru a
vytvorf tzv. filtra¢ni kolac.

Filtr

Filtr m&ze byt vyroben z nejriznéjsich materiald. Mezi nejdéle pouZivané patfi filtraéni
papiry - specidlni neklizené papiry s vhodnou porozitou. K odfiltrovani hrubsich ¢astic Ize
také pouzit mul, vatu, minerdini (,skelnou”) vatu apod. Naopak pro oddéleni mensich
Castecek se pouzivaji filtra¢ni membrany vyrobené napr. z acetatu celulézy, PVDF, nylonu
a dalSich materiald.

Usporadani filtrace

Filtrace roztokl prfes membrany s velmi jemnymi péry by ¢asto byla ¢asové zna¢né
narocna. Lze ji urychlit napf. zvySenim tlaku filtrované kapaliny (pretlakova filtrace)
nebo naopak odsavanim filtratu (podtlakova filtrace).

Nejjednodusim prikladem pretlakové filtrace mdze byt pouziti stfikaékovych filtru -
filtrovand smés se nasaje do strikacky, k niz se pfripoji filtra¢ni membrana uzavrena v
pouzdre. Tlakem na pist strikacky vznika pretlak.

Strikac¢kové filtry se pouzivaji napf. ke sterilizaci roztokd, jako jsou o¢ni kapky v lékarnach.

Na obdobném principu pracuji také centrifugacni filtry. V tomto pripadé pripomina
slozena filtra¢ni jednotka zkumavku nebo mikrozkumavku. Po naplnéni ¢asti pro
filtrovanou smés se vloZzi do centrifugy, filtrace je urychlena diky odstfedivym sildm.

Podtlakova filtrace je naproti tomu zaloZzena na odsdavani filtratu. V klasickém
usporadani se filtra¢ni membréna pokldda na Blichnerovu nalevku, kterd je pripojena
pres odsavaci banku k vakuu. Komercné jsou dnes dostupné jednorazové filtracni
jednotky pro podtlakovou filtraci vyrobené z vhodného plastu.

Strikackovy filtr Centrifugaéni filtr (obrazek z [2))

Filtrace pres papirovy filtr

Filtrace pres papirovy filtr

1. Kolecko filtracniho papiru se posklada na Ctvrtiny. Pak se rozloZi tak, aby vznikl kaliSek.
2. Slozeny filtr se vlozi do nalevky. Casto je vhodné jej zvihcit (obvykle destilovanou vodou).

3. Béhem filtrace by se konec stopky nalevky mél dotykat stény sbérné nadoby. Filtrovand smés se lije na trojitou vrstvu

filtracniho papiru.

4. Filtrovanou smés je treba dolévat pozvolna. Nikdy by neméla dosahnout k okraiji filtru, aby jej nepretekla.

Vakuova filtrace
(obrazek z 31)
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Centrifugace

Centrifugace 415181 slouzi k rozdé&len{ ¢&stic pomoci odstfedivé sily. Casto jde o <>
urychleni sedimentace. Zatimco pfi sedimentaci se ¢astice rozdéluji podle své hustoty
vlivem gravita¢niho zrychleni, pfi centrifugaci na né plsobi mnohem vétsi odstredivé

zrychleni. Rozdéleni smési proto probihd mnohem rychleji. Postup pfi skladani papirového filtru

vy

V nejjednodussich pripadech se centrifugace pouziva k oddéleni pevnych castic ze

suspenze, napr. k odstranéni srazenin ¢i krvinek z plné krve. Pomoci centrifugace je

také mozné rozdélit smési nemisitelnych kapalin. S vyuzitim vysokych rychlosti, jichz se dosahuje ve vysokootackovych
centrifugdch a ultracentrifugach, Ize také separovat jednotlivé soucasti bunék z bunéc¢ného lyzatu nebo rozdélit smési
makromolekul.

Centrifugacni zrychleni

Lze nahlédnout, Ze rozdéleni smési pri centrifugaci bude probihat tim rychleji, ¢im rychleji se bude tocit rotor centrifugy. V praxi se
vétsinou pracuje s veli¢inou oznacovanou jako relativni centrifugacni sila (relative centrifugal force, RCF). Udava, kolikrat je

vy

odstredivé zrychleni vyssi nez tihové zrychleni (g) a zpravidla se uvadi v nasobcich g.

Predstavme si, Ze stejnou smés rozdélime do dvou zkumavek. Jednu postavime do stojadnku a smés v ni nechdme volné sedimentovat,
druhou budeme centrifugovat pri 10 000x g. Znamena to, Ze na ¢astice v centrifugované zkumavce bude plsobit odstredivé zrychleni
deset tisickrat vétsi nez tihové zrychleni, které zplsobuje sedimentaci ve volné stojici zkumavce.

Snadno Ize odvodit, Ze relativni centrifugacni sila zavisi na poloméru rotoru centrifugy a poctu otacek:
RCF=1,12-n?-r-107>
kde RCF je relativni centrifugacni sila, n je pocet otdcek rotoru za minutu a r je polomér rotoru v centimetrech.

Rychlost, kterou se budou jednotlivé ¢astice ve smési béhem centrifugace pohybovat, se uvadi jako tzv. sedimentacni rychlost.
Za idealizovanych podminek je Umérnd odstredivému zrychleni (tedy relativni centrifugacni sile) a rozdilu hustoty ¢éstice a
prostredi, v némz je dispergovana. Dale zavisi na velikosti ¢astice a viskozité smési.

Namisto sedimentacni rychlosti se ¢asto pracuje se sedimenta¢nim koeficientem - veli¢inou, kterd popisuje chovani konkrétni
Céastice bez ohledu na podminky centrifugace. Sedimentacni koeficient vlastné odpovida sedimentacni rychlosti v poli o
jednotkovém zrychleni (tj. asi 10x mensim, nez je tihové zrychleni). Udava se v sekundach, popripadé se pouziva nasobna
jednotka Svedberg (1 Svedberg =1 S = 10713 5).

V literature se miiZzeme setkat s idajem, Ze podjednotky ribosomu maji ,velikost” 30 S a 50 S. Je tak vlastné popsano jejich chovani pfi
ultracentrifugaci bunéénych frakci. Velmi zhruba Ize fici, ze pokud bychom nechali sedimentovat napr. podjednotku 30 S ve volné stojici
zkumavce, tj. pfi tihovém zrychleni asi 10 ms~2, klesala by rychlosti

3010713510 ms™2 = 310711 ms~1, coz je necely milimetr za rok.

Ve skute¢nosti by nesedimentovaly vibec, nebot proti sedimentaci by plsobila difuze. Je zjevné, Ze pro oddéleni podjednotek ribozomd je
potfeba dosdhnout zrychleni vétsiho o nékolik rada.

Centrifugy

Pokud pro zpracovani materidlu postacuji malé relativni centrifugacni sily (do 20 000x g
Ci jesté méneé), Ize pouzit pomérné jednoduché nizkoobratkové centrifugy. Pro
sedimentaci velmi malych ¢astic se pouzivaji ultracentrifugy, jejichz rotor pracuje ve
vakuu, ¢imz se zamezi jeho brzdéni vzduchem a zahfivani. Soulasti ultracentrifug museji
odolavat obrovskym sildm a jsou proto velmi naro¢né na vyrobu; cena ultracentrifug je
proto vysoka.

Mezi nizkootackovymi centrifugami a ultracentrifugami stoji tzv. vysokootackové
centrifugy. Pracuji bez vakua, Ize vSak pomoci nich dosadhnout zrychleni az kolem
100 000x g.

Centrifugovani pfi vyssich otackach by kvdli tfeni o vzduch vedlo k zahrivani vzorku,
navic biologické vzorky ¢asto musi byt zpracovavany pfri nizkych teplotach. Centrifugy
proto byvaji ¢asto vybaveny chlazenim.

Praktické poznamky

Centrifugované vzorky je do rotoru potrebné vkladat tak, aby byl rotor vyvazen.
Odstredivé sily, kterymi jednotlivé vzorky plsobi na hridel rotoru, se musi vzajemné
vyrusit. V praxi to znamena, Ze je treba vzorky do rotoru vkladat tak, aby v protilehlych
pozicich byly vzdy dvé stejné tézké zkumavky. Cim vétsi rychlost otéd¢eni se pouzije, tim
presnéji musi byt rotor vyvazen. Pri nizkych otackach postaci pouzit pro vSechny vzorky
zkumavky stejného typu a napipetovat do nich stejné objemy vzorkd. Pfi ultracentrifugaci ~ Centrifuga
se zkumavky vazi a objem vzorku se upravuje tak, aby protilehlé zkumavky mély presné

stejnou hmotnost.
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