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Podstawy teoretyczne

Podstawowe techniki i urzagdzenia

Pipeta automatyczna

Pipeta automatyczna jest urzadzeniem, ktére stuzy do precyzyjnego odmierzania okreslonej
objetosci cieczy. Jest to jedno z najbardziej podstawowych i najczesciej wykorzystywanych narzedzi w
laboratorium biologii molekularnej i biotechnologii. Wyrézni¢ mozna dwa typy pipet: pipety o statej
objetosci dozowanej cieczy i o zmiennej objetosci dozowanej cieczy (pipety nastawne). Pipety
nastawne obecnie sg znacznie popularniejsze w uzyciu, gdyz umozliwiaja odmierzenie dowolnej
objetosci cieczy w obstugiwanym zakresie. Dwa najwazniejsze elementy pipety to pokretto do
ustawiania zgdanej objetosci (w przypadku pipety nastawnej) oraz ttoczek, za pomoca ktérego
pobiera sie i wypuszcza okreslong objetos¢ cieczy. Pipeta posiada okreslony zakres pipetowanej
objetosci (np. 20-200 pl, 100-1000 pl). Tak wiec, do odmierzenia okreslonej objetosci nalezy dobraé
pipete w odpowiednim zakresie pipetowania. Nalezy przy tym pamietaé, ze bardziej precyzyjnie
odmierza objetos¢ przy jej géornym zakresie niz przy dolnym. Jezeli masz do dyspozycji dwie pipety
(np. o zakresie 2-20 pl i 10-100 pl) to do pobrania np. 15 pl cieczy lepiej uzy¢ pipety o mniejszym
zakresie (15 pl jest przy jej gérnym zakresie) niz o wiekszym zakresie (15 pl jest przy jej dolnym
zakresie).

Prawidtowe korzystanie z pipety automatycznej nie jest takie proste i wymaga pewnej
wprawy i znajomosci kilku zasad, bez przestrzegania ktérych odmierzane objetosci bedg obarczone
duzym bfedem. Stan pipety automatycznej i prawidtowo$é odmierzanej cieczy nalezy okresowo
sprawdzaé i w razie potrzeby pipete nalezy kalibrowa¢. Mozna to zrobi¢ samodzielnie (niezalecane
dla poczatkujacych oséb) lub skorzystaé z ustug wyspecjalizowanego serwisu. Ponizej przedstawiono
dwa sposoby pipetowania pozwalajagce na prawidtowe pobranie okreslonej objetosci cieczy:
pipetowanie proste i odwrotne (réznicowe). Pipetowanie rdznicowe jest zalecany w przypadku
pipetowania bardzo matych objetosci lub w przypadku pipetowania cieczy o zwiekszonej lepkosci.

PIPETOWANIE PROSTE

1) Natdz odpowiednig koricowke.

2) Nacisnij ttoczek pipety do pierwszego oporu.

3) Zanurz koricdwke pipety pod powierzchnie pipetowanej cieczy na gtebokos¢ kilku milimetréw
(nie nalezy wkfada¢ koncéwki gteboko pod powierzchnie, gdyz po jej wyjeciu na
zewnetrznych Sciankach moze zosta¢ duza ilo$¢ cieczy, ktéra znaczaco zwiekszy
niedoktadnos¢ pipetowania).

4) Delikatnie zwolnij ttoczek i chwilke odczekaj (2 sekundy).

5) Wyjmij koncéwke dotykajgc brzegdw naczynia (pozwoli to na tatwe usuniecie nadmiaru
cieczy, ktéry zgromadzit sie na zewnetrznych $ciankach korncowki).

6) Przenie$s pobrang ciecz do naczynia docelowego i nacisnij ttoczek do pierwszego oporu.
Koncéwka pipety powinna dotykac scianki naczynia.

7) Nacisnij ttoczek do drugiego oporu (pozwala na usuniecie resztek cieczy z koncowki i wyjmij
pipete z naczynia.

8) Zwolnij ttoczek i usun koncowke.

PIPETOWANIE ODWROTNE
1) Natdz odpowiednig koncowke.
2) Nacisnij ttoczek pipety do drugiego oporu.
3) Zanurz koncéwke pipety pod powierzchnie pipetowanej cieczy na gtebokosé kilku
milimetréow.



4) Delikatnie zwolnij ttoczek i chwilke odczekaj.

5) Wyjmij korncéwke dotykajac brzegdéw naczynia.

6) Przenies pobrang ciecz do naczynia docelowego i nacisnij ttoczek do pierwszego oporu.

7) Nie puszczajac ttoczka przenies pipete do naczynia wyjsciowego i nacisnij ttoczek do drugiego
oporu. Koricowka pipety powinna dotyka¢ Scianki naczynia.

8) Zwolnij ttoczek i usun koncowke.

ZALECENIA DODATKOWE

e Przed wtasciwym pipetowaniem zalecane jest kilkukrotne (3-5 razy) przeptukanie koncéwki
pipetowang ciecza. Jest to szczegdlnie wazne przy pipetowaniu cieczy lepkich i majgcych
gestosc inng niz woda;

e W miare mozliwosci pipety, koncéwki oraz pipetowane ciecze powinny mie¢ zréwnowazone
temperatury;

e Pipety uzywaj wytgcznie z odpowiednio natozong koncowka;

e Zawsze uzywaj korncdwek przeznaczonych do danego typu i modelu pipety;

e Podczas pipetowania pipeta powinna byc¢ trzymana pionowo;

e Ciecz pobieraj powolnym, ptynnym ruchem ttoczka. Gwattowne puszczenie ttoczka moze
spowodowac zassanie cieczy do wnetrza pipety i jej nieodwracalne uszkodzenie lub
koniecznosé czyszczenia i kalibracji!

e Nigdy nie ktadz pipety z nabrang cieczg poziomo. Ciecz moze wlac sie do wnetrza pipety!

o Nigdy nie odktadaj pipety na brzegu stotu, tak aby wystawata poza obreb stotu. Takg pipete
mozna przypadkowo straci¢ na ziemie, co moze doprowadzi¢ do jej nieodwracalnego
uszkodzenia!

e Nie trzymaj pipety w rece bez potrzeby. Powoduje to jej niepotrzebne ogrzewanie. Poza tym
taka pipeta moze przypadkowo wypasc z rak.

e Nigdy nie nastawiaj objetosci poza wyznaczong skale, gdyz moze to doprowadzi¢ do
rozkalibrowania pipety lub jej uszkodzenia.

e W przypadku pipetowania lepkich cieczy koncéwke z zewnatrz mozna delikatnie wytrzec¢
recznikiem papierowym (usuniecie nadmiaru cieczy).

e Nie zanurzaj pipety gteboko w pipetowanej cieczy, gdyz na zewnetrznych sciankach moze
gromadzic¢ sie dodatkowa porcja cieczy, co zwieksza niedoktadnos¢ pipetowania.

e Pamietaj o zmianie kofncowek przy pipetowaniu réznych odczynnikdw, aby nie spowodowac
ich zanieczyszczenia.

e Pamietaj, aby podczas dozowania cieczy nie zanurza¢ koncowki (nie dotyczy pipetowania
matych objetosci). W przypadku dozowania matych objetosci (kilkadziesigt mikrolitréw i
mniej) mozna koncéwky pipety dotkngé powierzchni cieczy (ale nie zanurza¢ koncowki
gteboko pod powierzchnie).

Wstep do opracowania wynikow eksperymentalnych

Niepewnos$¢ pomiardow i rodzaje bledow popelnianych podczas pomiarow

Kazdy eksperyment naukowy skfada sie z szeregu czynnosci laboratoryjnych, ktére powinno
sie wykonac z nalezytg starannoscia. Bardzo czesto czynnoscig laboratoryjng jest pomiar okreslone;j
wielkosci fizycznej, np. wazenie odczynnika, odmierzanie okreslonej objetosci cieczy, pomiar pH,
absorbancji itp. Pomiarem okresla sie zbidr czynnosci wykonanych w celu ustalenia wartosci
okreslonej wielkosci fizycznej. Zazwyczaj dokonuje sie tego poprzez poréwnanie mierzonej wartosci z
ustalonym wzorcem. Podczas wykonywania pomiaru moze dojs¢ do popetnienia réznego rodzaju
bteddéw, ktére sprawiajg, ze zmierzona wartos¢ x wielkosci fizycznej rézni sie od prawdziwej miary xo.
Rdznice



d=x— X (1)
nazywamy btedem bezwzglednym zmierzonej wielkosci fizycznej lub tez btedem (niepewnoscig)

pomiaru. Btgd pomiaru mozna tez wyrazi¢ w postaci btedu wzglednego xio lub btedu procentowego
xio 100%.

Btedy popetniane podczas pomiaru wielkosci majg rézne przyczyny. Moga one wynikaé z
niedoskonatosci stosowanych przyrzaddw, niewtasciwego ich skalibrowania lub obstugi,
niedoskonatosci zmystéw eksperymentatora, czynnikéw losowych (np. skoki napiecia w sieci
elektrycznej). Na odczytywang wartos¢ mogg mieé¢ wptyw czynniki zewnetrzne, np. temperatura,
wilgotnos¢ powietrza, jakos¢ stosowanych wzoréw itp. Wszystko to sprawia, ze uzyskiwane wyniki
oscylujg (sg rozrzucone) wokdt pewnej wartosci. Na btgd pomiaru mogg sie ztozy¢ trzy rodzaje
bteddw: btedy przypadkowe, btedy systematyczne i btedy grube:

6= 6p+ b5y5 + Oy (2)

Btedy przypadkowe wynikajag z wptywu czynnikéw losowych, niekontrolowanych przez
eksperymentatora, np. skow napiecia w sieci elektrycznej, doktadnosci odczytu wartosci przez
eksperymentatora, drgania podfoza itp. Btedy te nie muszg sie pojawiac¢ podczas kazdego pomiaru,
lub moga pojawiac sie z réing sita. Btedy przypadkowe moga miec rézny znak, czyli raz powodowad
zawyzenie a innym razem zanizenie mierzonej wielkosci fizycznej. Aby zmniejszy¢ wptyw bteddw
przypadkowych na wynik pomiaru okreslonej wielkosci fizycznej nie wykonuje sie pojedynczego
pomiaru lecz wykonuije sie serie kilku pomiaréw uzyskujac serie wynikdw stanowigcych tzw. prébe x,,
X2, ..., Xn (gdzie n to ilos¢ pomiardw). Nastepnie z uzyskanych wynikdw oblicza sie $rednig
arytmetyczng, ktérej wartosc jest najbardziej zblizona do wartosci prawdziwej.

X = %in 3

gdzie x; to kolejny pomiar.
Z kolei wyrazenie

1
e ICEL @

nazywane odchyleniem standardowym jest miarg btedu (niepewnosci) pojedynczego wyniku

pomiaru. Natomiast miarg btedu obliczonej $Sredniej arytmetycznej jest wyrazenie

S
Sa=r 5)

Jak widac bfad sredniej arytmetycznej maleje wraz ze wzrostem ilosci dokonanych pomiardw.
Zatem, im wiecej pomiardw, tym Srednia arytmetyczna doktadniej odpowiada wartosci prawdziwej.
Zwiekszenie ilosci dokonywanych pomiardow jest najprostszym sposobem na doktadniejsze
zmierzenie danej wielkosci fizycznej i zmniejszeniem wptywu bteddéw przypadkowych.

Btedy systematyczne mogg wynika¢ z niedoktadnosci przyrzadéw pomiarowych, ich
niewtasciwe] kalibracji lub obstugi (np. spieszacy sie stoper, odczytywania wartosci na mierniku
analogowym (tzw. wskazowkowym) pod niewtasciwym kontem, niewtasciwe wyzerowanie
spektrofotometru, wytarowanie wagi, itp.). Cechg btedu systematycznego jest to, ze sie stale
powtarza i posiada taki sam znak (tzn. mierzona wartos$¢ fizyczna jest stale zawyzana lub zanizana).
Dodawana warto$¢ moze by¢ zawsze taka sama (btad systematyczny staty) lub byé proporcjonalna
do mierzonej wartosci (btad systematyczny zmienny). Btad systematycznie wptywa na uzyskana



warto$s¢ mierzonej wielkosci fizycznej i nie moze by¢ wyeliminowany poprzez zwiekszenie ilosci
pomiaréw. Aby sprawdzi¢, czy dany przyrzad lub metoda analityczna jest obarczona btedem
systematycznym nalezy wykonac serie kilku — kilkunastu pomiaréw, obliczy¢ srednig i odchylenie
standardowe, a nastepnie sprawdzié, czy obliczona Srednia w sposdb istotny statystycznie rézni sie
od wartosci prawdziwej. Do sprawdzenia istotnej roznicy stosuje sie test t Studenta (zobacz ponizej).

Btedy grube zazwyczaj sg spowodowane powaznymi btedami lub niestarannoscig pracy
eksperymentatora lub wadliwym dziataniem urzadzenia pomiarowego. Przyktady takich btedéw to
np. nieprawidtowe wtozenie kuwety do spektrofotometru, zte nastawienie pipety automatycznej (np.
odmierzenie 20 pl cieczy zamiast 200 pl) itp. Zazwyczaj wynik obarczony btedem grubym znaczgco
rozni sie od pozostatych wynikéw. Zatem, najtatwiejszym sposobem na wykrycie btedu grubego jest
wykonanie serii kilku-kilkunatu pomiaréw, uporzadkowanie ich rosngco (lub malejgco) i poszukanie
wsrod wynikéw skrajnych tzw. wynikéw watpliwych (niepewnych lub podejrzanych). Takie wyniki
powinno sie odrzuci¢ z analizy. Jednak wynikéw watpliwych nie powinno sie odrzuca¢ wedtug
wtasnego uznania. Wyniki skrajne majg duzy wptyw na wartos¢ sredniej i odchylenia standardowego.
Uznanie wyniku skrajnego za watpliwy i jego odrzucenie moze sie przyczyni¢ do zafatszowania
obliczen i uzyskanych wynikéw pomiaréw. Opracowano kilka metod wykrywania wynikéw
niepewnych. Jedng z nich jest zastosowanie okreslonego testu statystycznego — testu Q Dixona lub
testu Grubbsa. Ze wzgledu na prostote najczesciej stosuje sie test Q Dixona (opisany ponizej).

Wykrywanie wynikow watpliwych - test Q Dixona

Czasami sie zdarza, ze w uzyskanej serii pomiardéw jest jeden lub dwa wyniki, ktérych wartosci
znacznie odbiegajg od pozostatych wynikéw. Takie wartosci mogty sie pojawi¢ w wyniku zaistnienia
btedéw grubych i powinny zostaé¢ odrzucone z dalszych obliczen, jako wyniki watpliwe. Dlatego tez
jedng z pierwszych czynnos$ci wykonywanych podczas analizy danych eksperymentalnych jest
zastosowanie testu statystycznego pozwalajgcego wykry¢ i wyeliminowaé wyniki watpliwe. Do tego
celu stuzy test Q Dixona, ktory sprawdza, czy wynik skrajny (najmniejszy lub najwiekszy) jest
wynikiem watpliwym.

W pierwszej kolejnosci nalezy uzyskane wyniki uporzgdkowac rosngco, a nastepnie policzy¢
odpowiednie statystyki (tzw. liczby Q):

Q= %oraz Qp = —x“_::”_l (6)
gdzie R to tzw. rozstep (réznica pomiedzy wartoscig najwiekszg i najmniejsza)
R = Xmax — Xmin
X; — wynik najmniejszy (skrajny)
X, —wynik drugi w kolejnosci
X, — wynik najwiekszy (skrajny)
Xn-1 — WYnik przedostatni.

Wynik uznaje sie za watpliwy z okreslonym prawdopodobienstwem i odrzuca, jezeli wartos¢
statystyk Qi Q, jest wieksza od tabelarycznej tzw. wartosci krytycznej. Ponizej w tabeli s3 podane
wartosci krytyczne pozwalajgce odrzuca¢ wyniki watpliwe na poziomie istotnosci a = 5%. Taki poziom
istotnosci pozwala stwierdzié, ze jezeli wartos$¢ statystyki Q jest wieksza od wartosci krytycznej to z
prawdopodobienstwem 95% wynik skrajny jest wynikiem watpliwym i powinien by¢ wykluczony z
dalszych analiz.



Tabela 1. Wartosci krytyczne Q; dla testu Dixona. n — ilos¢ pomiaréw (wielkos¢ préby).

n Q; n Q: n Q;
3 0,941 11 0,392 21 0,295
4 0,765 12 0,376 22 0,290
5 0,642 13 0,361 23 0,285
6 0,560 14 0,349 24 0,281
7 0,507 15 0,338 25 0,277
8 0,468 16 0,329 26 0,273
9 0,437 17 0,320 27 0,269
10 0,412 18 0,313 28 0,266
19 0,306 29 0,263
20 0,300 30 0,260

Test t Studenta dla jednej sredniej
Test t Studenta jest jednym z podstawowych testéw statystycznych. Stosowany jest on w celu
sprawdzenia, czy pomiedzy dwie Srednie arytmetyczne rdznig sie miedzy sobg w sposoéb istotny
statystycznie. Istnieje kilka odmian testu t Studenta. Ponizej zostanie przedstawiony dwustronny test
t Studenta o sredniej arytmetycznej, ktéry stuzy do sprawdzenia, czy obliczona na podstawie préby
(zbioru uzyskanych wynikéw) srednia arytmetyczna istotnie rdzni sie od wartosci teoretycznej.
Zdajgc sobie sprawe, ze studenci nie posiadajg jeszcze odpowiedniej wiedzy teoretycznej z zakresu
statystyki do petnego zrozumienia idei, zatozen testéw statystycznych, test t Studenta zostanie
przedstawiony w duzym uproszczeniu pozwalajgcym jednak na jego prawidtowe zastosowanie i
wyciggniecie odpowiedniego wniosku.
Test t-Studenta o $redniej arytmetycznej testuje nastepujacg tzw. hipoteze zerowa i hipoteze
alternatywna:
Ho: = po
Hy:p # po
M jest wartoscig Srednig z tzw. badanej populacji (w tym przypadku bedzie to zbiér wszystkich
mozliwych do uzyskania wynikdw). Wartos¢ p jest nieznana i jest reprezentowana przez $rednig X z
préby wywodzacej sie z populacji (w tym przypadku prébg jest zbiér wynikéw uzyskanych w trakcie
eksperymentu). Natomiast Mo jest spodziewang wartoscig teoretyczng. W uproszczeniu, test t
Studenta o Sredniej arytmetycznej sprawdza, czy prawdziwa jest hipoteza zerowa (brak istotnej
roéznicy pomiedzy uzyskang wartoscig Sredniej a wartoscia teoretyczng), czy alternatywna (uzyskana
wartos¢ Sredniej istotnie rézni sie od wartosci teoretycznej). Postepowanie jest nastepujace:
1) Obliczy¢ srednig X i odchylenie standardowe s z uzyskanych wynikéw wedtug wzoréw
zamieszczonych powyzej.
2) Obliczy¢ statystyke testu tg:
% — pol
tg = SNm (7
3) Odczytaé wartoscig krytyczng z ponizszej tabeli. Do odczytania wartosci krytycznej konieczna
jest znajomosé tzw. liczby stopni swobody df. W przypadku testu t Studenta o Sredniej
arytmetycznej wartosc¢ df oblicza sie ze wzoru:
df =n—-1
4) Pordwnac uzyskang wartos¢ statystyki z odczytang wartoscig krytyczng. Jezeli wartos¢ tq jest
mniejsza od wartosci krytycznej uznaje sie, ze uzyskana srednia nie rézni sie w sposob istotny




od wartosci teoretycznej (prawdziwa jest hipoteza zerowa). Jezeli wartos$¢ statystyki tq jest
wieksza od wartosci krytycznej uznaje sie, ze z prawdopodobienstwem 100%-a (gdzie a to
poziom istotnosci testu) hipoteza zerowa jest nieprawdziwa i przyjmuje sie hipoteze
alternatywng, co jest rowne ze stwierdzeniem, ze uzyskana $rednia istotnie rézni sie od
wartosci teoretycznej. Zazwyczaj ustala sie wartos¢ a na 5%.

Tabela 2. Wartosci krytyczne dla dwustronnego testu t Studenta dla poziomu istotnosci a=5%, df —
liczba stopni swobody

df L df tir

1 12,706 18 2,101
2 4,303 19 2,093
3 3,182 20 2,086
4 2,776 21 2,080
5 2,571 22 2,074
6 2,447 23 2,069
7 2,365 24 2,064
8 2,306 25 2,060
9 2,262 26 2,056
10 2,228 27 2,052
11 2,201 28 2,048
12 2,179 29 2,045
13 2,160 30 2,042
14 2,145 40 2,021
15 2,131 60 2,000
16 2,120 120 1,980
17 2,110 oo 1,960

Kalibracja metody analitycznej

Podstawg wielu eksperymentéow naukowych jest analiza sktadu i stezenia okreslonych
zwigzkow (analitow) zawartych w badanej prébce, ktorg okresla sie mianem analizy chemicznej.
Zaleznie od mierzonego parametru analize chemiczng mozna podzieli¢ na analize jakosciowa
(badanie sktadu prébki) oraz analize ilosciowg (badanie stezenia okreslonego zwigzku). Sposéb,
wedtug ktérego dokonuje sie analizy chemicznej nazywa sie metoda analityczng. Wiele metod
analitycznych to tzw. metody instrumentalne, wykorzystujgce uzycie okreslonego przyrzadu
pomiarowego, mierzgcego okreslone wtasciwosci fizyko-chemiczne badanej probki. Do takich
przyrzaddéw nalezg m.in. spektrometr, chromatograf, pH-metr i wiele innych. Metody instrumentalne
najczesciej sg tzw. metodami poréwnawczymi, czyli takimi, w ktdrych mierzony parametr fizyczny
(np. absorbancja) jest funkcjg stezenia okreslonego zwigzku obecnego w badanej prébce. Przed
uzyciem takiej metody nalezy dokonad jej kalibracji.

Kalibracja metody analitycznej to szereg czynnosci, ktére majg na celu precyzyjne okreslenie
zaleznosSci pomiedzy mierzonymi wartosciami wielkosci fizycznej na uzytym przyrzadzie, a stezeniem
okreslonego zwigzku w prébce. Jedng z metod kalibracji jest sporzgdzenie tzw. krzywej kalibracyjne;j
nazywanej réwniez krzywa wzorcowa. Sporzadzenie krzywej kalibracyjnej zaczyna sie od
przygotowania szeregu roztworow wzorcowych (zazwyczaj 5-8), ktdrych stezenia powinny by¢ tak
dobrane, aby pokry¢ mozliwie szeroki zakres mozliwych stezen analitu w badanej prébce. Nastepnie
dokonuje sie pomiarow okreslonej wielkosci fizycznej (np. absorbancji, przewodnosci roztworu, pH




itp.). Po wykonaniu pomiarow sporzadza sie wykres zaleznosci zmierzonych wartosci wielkosci
fizycznej (0$ Y) od stezenia roztworéw wzorcowych (o$ X). Ponizej podany jest przyktadowy wykres
zaleznosci absorbancji od stezenia biatka w roztworze.
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Wykres 1) Zaleznos¢ absorbancji od stezenia biatka.

Po sporzadzeniu wykresu mozna zobaczyé, jaki charakter zaleznosci wystepuje pomiedzy
dwiema zmiennymi zaznaczonymi na osiach X i Y. W przyrodzie sg znane rdézne typy zaleznosci
(korelacji), ktére ogdlnie mozna podzieli¢ na zaleznosci liniowe i nieliniowe. Znajgc typ zaleznosci
pomiedzy dwiema zmiennymi mozna dopasowac odpowiedni model matematyczny, ktéry umozliwi
przewidywanie wartosci jednej zmiennej na podstawie wartosci drugiej zmiennej. W tym przypadku,
na podstawie zmierzonej wartosci fizycznej (absorbancji) mozna obliczy¢ stezenie analitu (biatka) w
badanej probce. Proces ustalania zaleznosci pomiedzy badanymi zmiennymi majacy na celu
przewidywanie wartosci jednej zmiennej na podstawie wartosci innych zmiennych okresla sie
mianem regres;ji.

Nalezy pamietac, aby danej metody analitycznej uzywac do pomiaru stezen analitu tylko w
takim zakresie stezen, dla jakiego zostata przygotowana krzywa kalibracyjna. Nie wiadomo bowiem,
czy ten sam model matematyczny opisuje zalezno$¢ pomiedzy zmiennymi w zakresie stezen, ktéry
nie zostat przebadany. Na przyktad, czesto powyzej okreSlonych stezen zalezno$¢ pomiedzy
stezeniem a mierzong wielkoscig fizyczng przestaje by¢ liniowa. Z kolei ponizej dolnej granicy moze
sie okazaé, ze stezenie analitu jest zbyt niskie, aby byto mozliwe do wykrycia dang metoda.

Roztwory wzorcowe powinny byé przygotowane w taki sam sposob, jak badana probka (tzn.
przy zastosowaniu tych samych rozpuszczalnikdw, lub ich mieszanek, tych samych stezen buforéw i
innych zwigzkdw pomocniczych), gdyz otoczenie badanej substancji moze mie¢ wptyw na wartosc
mierzonej wielkosci fizycznej. Na przyktad, absorbancja danego zwigzku moze zaleze¢ od rodzaju
rozpuszczalnika, pH roztworu, warunkéw oksydoredukcyjnych itp. To samo dotyczy tzw. $lepej préby
lub préby odniesienia, czyli proby w ktérej stezenie analitu wynosi 0. Stworzenie takiego samego
Srodowiska dla badanych prébek, roztworéw wzorcowych i préby odniesienia jest niezbednym
warunkiem tego, alby uzyskane wyniki byly wiarygodne. Nalezy mie¢ réwniez na uwadze, ze na
mierzong wartos¢ wielkosci fizycznej moga mie¢ wptyw inne zwigzki wystepujace w prébce, co moze
prowadzi¢ do zafatszowania uzyskiwanych wynikéw. Na przyktad, obecnos$¢ detergentow, lub



zwigzkéw redukujgcych w prébce silnie zaktdca lub wrecz uniemozliwia pomiar stezenia biatka przy
uzyciu wiekszosci metod kolorymetrycznych (np. metody Bradford).

ZaleznosSci liniowe i rOwnanie regresji liniowej

W przyrodzie bardzo czesto wartosci réznych wielkosci fizycznych sg ze sobg powigzane, czyli
skorelowane. Na przyktad, absorbancja roztworu zalezy od jego stezenia, szybkos¢ fotosyntezy zalezy
od natezenia Swiatfa itp. Istnienie tych korelacji wynika z dziatania okreslonych praw fizyki. Zaleznosci
pomiedzy réznymi wielko$ciami fizycznymi czesto majg bardzo ztozony charakter. Jednak w wielu
przypadkach w pewnych zakresach wartosci zaleznosci ztozone (nieliniowe) mozna przyblizy¢
(dokona¢ aproksymacji) zaleznosciami prostszymi. Jedng z najczesciej stosowanych aproksymacji jest
aproksymacja do zaleznosci liniowej. O zaleznosciach liniowych méwi sie wtedy, gdy wartos$ci dwdch
zmiennych (np. absorbancja i stezenie zwigzku) sg do siebie proporcjonalne. Zaleznos¢ liniowa jest
opisywana réwnaniem liniowym:

Y=aX+Db (8)
gdzie a i b to wspdtczynniki rdwnania liniowego nazywane odpowiednio wspétczynnikiem
kierunkowym i wyrazem wolnym.

Réwnanie prostej liniowej i regresja liniowa (sporzadzenie modelu liniowego) sg bardzo
czesto wykorzystywane przy sporzadzaniu krzywych kalibracyjnych. Jest to zwigzane z tym, ze
zazwyczaj w pewnym zakresie stezen mierzona wartos$¢ fizyczna jest proporcjonalna do stezenia
badanego zwigzku. Innymi stowy, pomiedzy tymi dwiema zmiennymi istnieje zaleznos¢ liniowa. W
przypadku metody analitycznej wartos¢ wspoétczynnika b okresla wartos¢ mierzonej wielkosci
fizycznej dla tzw. préby odniesienia. W wielu przypadkach wartos$é wspoétczynnika b powinna wynosic¢
0. Przyktadowo, absorbancja dla préby odniesienia przy dobrze wyzerowanym spektrofotometrze
powinna wynosi¢ 0. Wspdtczynnik kierunkowy a opisujacy nachylenie krzywej wzorcowej jest
jednoczes$nie miarg czutosci metody — im metoda jest czulsza, tym wieksza wartos¢ wspétczynnika a.

Znajgc wspodtczynniki a i b mozna na podstawie zmierzonej wartosci fizycznej (np. absorbacji)
obliczy¢ stezenie okreslonego zwigzku (np. biatka) w badanej prébce. Wspdtczynniki a i b mozna
obliczy¢ stosujgc metode najmniejszych kwadratéw. Ponizej przedstawione sg odpowiednie wzory:

- N Y XY — Ni=1Xi Ni=1 Vi )

nyL x?— (T, %)’

2
Yim1 Vi Di=1 Xi — Xie1 X Xim1 XY
nyt xf — (O x;)?

b =

(10)

gdzie
n —ilo$¢ sporzadzonych wzorcow
x; — stezenie kolejnego wzorca
Yi — zmierzona wartos¢ wielkosci fizycznej

Po obliczeniu wspoétczynnikdw a i b mozna w fatwy sposéb przewidywaé wartosé jednej
zmiennej znajgc wartos$¢ drugiej zmiennej. Przyktadowo, po pomiarze absorbancji A stezenie analitu ¢
mozna policzy ze wzoru:

(11)
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Wykres 2 ponizej przedstawia zmierzong zalezno$¢ absorbancji od stezenia biatka z
dopasowanym réwnaniem regresji liniowe;j.
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Wykres 2) Zaleznos¢ absorbancji od stezenia biatka. Dodano linie réwnania regresji liniowej
(tzw. linia trendu) wraz z obliczonymi wspdtczynnikami réwnania liniowego i wspotczynnikiem
determinacji R.

Ocena jakosci krzywej kalibracyjnej

Ostatnim etapem kalibracji metody jest ocena jakosci przygotowanej krzywej. Istnieje kilka
réoznych parametréw oceny przygotowanej krzywej kalibracyjnej. W idealnym przypadku wyznaczone
eksperymentalnie punkty na wykresie krzywej kalibracyjnej powinny by¢ potozone na linii
wyznaczonej réwnaniem regresji. Jednakze w wyniku btedéw popetnianych podczas sporzadzania
krzywej kalibracyjnej czesto wyznaczone punkty na krzywej odstajg w mniejszym lub wiekszym
stopniu od réwnania regresji. Im wieksze odstepstwa tym wiekszy btad jest popetniany przy
odczytywaniu wartosci jednej zmiennej (np. stezenia biatka) na podstawie wartosci drugiej zmiennej
(np. absorbancji). W przypadku regresji liniowej istnieje kilka sposobéw na sprawdzenie jakosci
sporzadzonej krzywej kalibracyjnej.

Jednym z parametréow opisujgcych jakos¢ krzywej kalibracyjnej dla regresji liniowe] jest
wspotczynnik determinacji R%. Wspdtczynnik ten jest kwadratem wspdtczynnika korelacji liniowej R
liczonego ze wzoru:

R= nyi (i y) — Gl x - Xim Vi) (12)

(2 = () (n 22 - (S 0)°)

Wspdtczynnik korelacji liniowej R, w jakim stopniu wartosci dwdch cech lub wielkosci

fizycznych s3 ze sobg zalezne w sposdb liniowy. Zawiera sie on w przedziale (-1;1), przy czym wartosc
0 oznacza catkowity brak zaleznosci, wartos¢ 1 oznacza petng zaleznosc¢ prostg, a wartos¢ -1 oznacza
zalezno$¢ odwrotng (korelacje ujemng lub antykorelacje).

Wspotczynnik determinacji wyrazony w procentach jest miarg dopasowania danych
eksperymentalnych do modelu regresji liniowej. Jego warto$¢ okresla, jaka cze$¢ zmiennosci jednej
zmiennej (np. absorbancji) moze by¢ wyjasniona zmiennoscig drugiej zmiennej (np. stezenia analitu).
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Przyktadowo, warto$¢ R® = 0,99 oznacza, ze 99% zmiennosci jednej zmiennej moze byé wyjasnione
zmiennoscig drugiej zmiennej. 1% to wptyw innych czynnikdw. W tym przypadku bedg to gtdwnie
btedy popetnione podczas sporzadzania krzywej kalibracyjnej. Dla dobrej jakosci krzywej warto$é¢ R?
powinna wynosi¢ przynajmniej 0,999.

Innym parametrem okreslajgcym jakos¢ krzywej kalibracyjnej jest odchylenie resztkowe
(nazywane réwniez srednim odchyleniem od prostej), ktére miarg niepewnosci wynikéw w krzywej
wzorcowej. Srednie odchylenie jest tym wieksze im wieksza jest odlegto$¢ eksperymentalnie
wyznaczonych punktéw na wykresie od punktdow teoretycznych wyznaczonych przez réwnanie
regresji liniowej. Oblicza sie je ze wzoru:

So / ~ (T, ef) gdzie &= y;—ax;— b (13)

Im wieksza wartos¢é sredniego odchylenia od prostej tym gorsza jakos¢ sporzadzonej krzywej
kalibracyjnej. Stosowanie Sredniego odchylenia od prostej do szacowania jakosci krzywej wzorcowej
jest duzo mniej intuicyjne i jest ono uzywane w gtéwnej mierze do obliczania niepewnosci (btedéw)
wspotczynnikéw a i b réwnania liniowego:

n 2
Sq =So" n 5 Sp=5g \] i_lxi 5 (14)
n: l 1 l (Z i) n: l 1 l (Z i)

Wartosci s, i s, wykorzystuje sie do sprawdzenia, czy wartosci wspoétczynnikéw a i b istotnie

rozniag sie od zaktadanych wartosci teoretycznych (jesli takie istniejg). Najczesciej sprawdza sie, czy
wspotczynnik b istotnie rézni sie od 0.

Btad przypadkowy dla wartosci zmiennej x (tj. stezenia analitu) odczytywanej przy uzyciu
krzywej kalibracyjnej jest okreslony wzorem:

So\jl 1 (y - yér)z

—+ -+
m n a? (211 l_n'xézr

(15)
gdzie
n —ilo$¢ wzorcow;
m — ilo$¢ pomiardéw dla kazdego wzorca;
y¢ — Srednia wartos¢ zmierzonej wielkosci fizycznej (np. absorbancji) dla wzorcéw;
y¢ — Srednia wartosc¢ stezenia wzorcow;
Yk — Srednia wartos¢ zmierzonej wielkosci fizycznej (np. absorbancji) dla badanej probki.
Ze wzoru (15) wynika, ze btad popetniany przy odczycie stezenia analitu jest:

e proporcjonalny do Sredniego odchylenia od prostej regresji. Zatem, im doktadniej
sporzgdzona krzywa, tym mniejszy btgd wartosci stezenia analiltu odczytywanego przy jej
wykorzystaniu;

e odwrotnie proporcjonalny do wspodfczynnika a. Zatem, im czulsza metoda, tym doktadniej
mozna zmierzy¢ stezenie analitu;

e tym mniejszy im wiecej wzorcow uzyto do sporzadzenia krzywej kalibracyjnej;

e tym mniejszy im wiecej razy byta odczytywana wartos¢ wielkosci fizycznej (np. absorbancji)
dla danego stezenia wzorca.

o btad odczytywanej wartosci stezenia analitu zalezy od doboru stezen wzorcowych. Stezenia
wzorcowe powinny by¢ dobrane tak, aby mozliwie réwnomiernie pokrywac dany zakres
krzywej wzorcowej;
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przy réwnomiernie roztozonych stezeniach wzorcowych najmniejszy btad odczytu z krzywej
kalibracyjnej jest dla wartosci y, lezagcej posrodku krzywej kalibracyjnej. Im wartos¢ mierzonej
wartosci fizycznej dla badanej prébki jest blizsza jednemu z koncéw krzywej, tym wiekszy
btad odczytywanej wartosé stezenia analitu.
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Zestawy cwiczen do wykonania

Zestaw 1 (Pipetowanie i analiza statystyczna wynikow)

Cwiczenie 1: Nauka prawidlowego i dokladnego pipetowania

Cel ¢wiczenia: Celem C(cwiczenia jest nauka prawidtowego korzystania z nastawnej pipety
automatycznej.

Potrzebne materiaty
e Pipeta automatyczna w zakresie 20-200 pl
e  Probowki typu Eppendorf 1,5 ml (ependorfki)
e  Koncowki do pipet
e Roztwory barwnikéw: 0,25% Oranz G, 0,25% btekit bromofenolowy oraz 0,25% ksylencyjanol

Wykonanie
Do 5 ependrofek odpipetowac nastepujgce ilosci poszczegdlnych barwnikéw
Ependorfka | Oranz G (ul) | Btekit bromofenolowy (ul) | Ksylenocyjanol (ul)
1 20 100 30
2 50 40 60
3 50 100
4 90 60
5 80 70

W kazdej ependorfce powinno by¢ 150 ul cieczy. Ustaw pipete na taka objetos¢ i pobierz
zawartos¢ ependorfki. Sprawdz, czy w ependorfce pozostata ciecz, czy tez jej zabrakto (w korcowce
pipety pojawit sie babel powietrza). Swoje obserwacje skonsultuj z prowadzacym ¢éwiczenia. W
przypadku duzych btedéw w pipetowaniu powtdrz ¢wiczenie.

Cwiczenie 2. Sprawdzanie kalibracji pipety automatyczne;j.
Cel cwiczenia: Celem ¢éwiczenia jest zapoznanie sie ze sposobem sprawdzania kalibracji pipety
nastawnej.

Potrzebne materiaty

e Pipeta automatyczna w zakresie 100-1000 ul
e  Koncowki do pipet

e Woda

e Naczynie wagowe

e Waga

Wykonanie
1) Ustaw pipete na 100 pl.
2) Dziesie¢ razy dozuj wode destylowang do zlewki umieszczonej na wadze za kazdym razem
zapisujgc mase wody.
3) Powtdrz to samo dla objetosci 500 pl i 1000 pl.
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Opracowanie wynikow

1)
2)
3)

Przelicz mase wody na jej objetosé¢ (gestosé wody w temp 20°C wynosi 0,9982 g/cm®).

Dla kazdej serii danych zastosuj test Q-Dixona, aby wyeliminowa¢ ewentualne btedy grube.

Dla kazdego zakresu oblicz:

e Maksymalny rozrzut

e Srednig;

e QOdchylenie standardowe (niepewnos¢ pojedynczego pomiaru) i bfad standardowy
(niepewnos¢ sredniej 10 pomiarow);

e Testem t-Studenta sprawdz, czy uzyskane s$rednie istotnie rdzinig sie od wartosci
oczekiwanych (ustawionych wartosci pipety).

Poréwnaj uzyskane wyniki (maksymalny rozrzut, srednia i odchylenie standardowe) z

wynikami uzyskanymi przez inne grupy i wyciggnij wnioski.

Cwiczenie 3. Pomiar gestosci roztworu sacharozy.
Cel ¢wiczenia: Celem ¢wiczenia jest nauka pipetowania roztwordw o duzej gestosci.

Potrzebne materiaty

Pipeta automatyczna w zakresie 100-1000 pl
Koncowki do pipet

Woda

Sacharoza

Naczynie wagowe

Waga

Mieszadto magnetyczne

Wykonanie

1)
2)
3)

Sporzadz 50 g 40% roztworu sacharozy.

Ustaw pipete na 1000 pl.

Dziesie¢ razy dozuj roztwor sacharozy do zlewki umieszczonej na wadze za kazdym razem
zapisujgc mase roztworu. Do dozowania zastosuj pipetowanie odwrotne. Pamietaj, aby przez
dozowaniem wytrzec z zewnatrz koricéwke pipety.

Opracowanie wynikéw

1)
2)
3)

Dla kazdego wyniku oblicz gestos¢ roztworu sacharozy.

Zastosuj test Q-Dixona, aby wyeliminowac ewentualne btedy grube.

Oblicz:

e Srednig gestos¢;

e Odchylenie standardowe (niepewno$¢ pojedynczego wyniku) i btad standardowy
(niepewnos¢ sredniej 10 pomiarowy);

e Testem t-Studenta sprawdz, czy uzyskana srednia wartos¢ istotnie rézni sie od wartosci
oczekiwanej (gestos¢ 40% roztworu sacharozy w 20°C wynosi 1176,48 kg/m?>).

Poréwnaj uzyskane wyniki (Srednia i odchylenie standardowe) z wynikami uzyskanymi przez

inne grupy i wyciagnij wnioski.
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Cwiczenie 4. Oznaczanie zawartosci cukrow redukujacych w miodzie
Cel ¢wiczenia: Celem c¢wiczenia jest sporzadzenie krzywej kalibracyjnej, okreslenie jej jakosci i
zastosowanie jej do oznaczania stezenia okreslonego zwigzku w badanym roztworze.

Potrzebne materiaty

e Pipety automatyczne w zakresie 100-1000 pl i 1-5 ml
e  Koncowki do pipet

Woda dejonizowana

Midd

10 mM glukoza

1% [w/v] roztwor kwasu 3,5-dinitrosalicylowego (DNS) w 0,4 M NaOH
Naczynie wagowe

Waga

Mieszadto magnetyczne

e  Prébowki szklane

e Cylindry miarowe

o Zlewki

e Spektrofotometr

Wykonanie
Przygotowanie wstepnie
1) Uzywajac roztworu 10 mM glukozy i wody dejonizowanej sporzadz po 5 ml roztwordw

glukozy o stezeniu 1 mM, 2,5 mM, 5 mM i 7,5 mM.

2) Do zlewki odwaz ok 1 g miodu (zapisz doktadng mase nawazki), a nastepnie dodaj 100 ml
wody dejonizowanej mieszaj az do catkowitego rozpuszczenia sie miodu.

3) Nastepnie przygotuj po 5 ml roztworu miodu 10x i 100x rozciericzonego wykorzystujgc do
tego metode seryjnych rozcienczen.

Sporzqdzanie krzywej kalibracyjnej
1) Przygotuj 6 czystych probdéwek szklanych, a nastepnie odmierz do nich roztwory wzorcowe
wedtug ponizszej tabeli.

e Roztwor i jego ilos¢
Probowki 2ml 4 ml 1ml
1 Woclia deJon.lzo_wa.na Woda dejonizowana 1% DNS
(proba odniesienia)
2 1 mM glukoza Woda dejonizowana 1% DNS
3 2,5 mM glukoza Woda dejonizowana 1% DNS
4 5 mM glukoza Woda dejonizowana 1% DNS
5 7,5 mM glukoza Woda dejonizowana 1% DNS
6 10 mM glukoza Woda dejonizowana 1% DNS

2) Zawartos¢ probéwek doktadnie wymieszaj i wstaw na 15 minut do bloku grzejnego
ustawionego na 100°C.

3) Prébowki schtédz i odczytaj absorbancje przy dtugosci fali 550 nm. Jako prdby odniesienia
uzyj probowki, w ktérej byta woda dejonizowana. Wykonaj trzy niezalezne pomiary
absorbancji dla kazdego stezenia glukozy.
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Oznaczanie stezenia cukrow redukujgcych w roztworze miodu

1)

Przygotuj 4 probdéwki szklane. Do trzech z nich odmierz po 2 ml (1) przygotowanego
roztworu miodu, (2) roztworu miodu 10-krotnie rozciericzonego i (3) roztworu miodu 100-
krotnie rozcienczonego. Do czwartej probéwki dodaj 2 ml wody dejonizowanej.

Nastepnie do kazdej probéwki dodaj 4 ml wody dejonizowanej i 1 ml roztworu 1% DNS.
Zawarto$é probdwek doktadnie wymieszaj i wstaw na 15 minut do bloku grzejnego
ustawionego na 100°C.

Préobowki schtddz i odczytaj absorbancje przy dtugosci fali 550 nm. Jako préby odniesienia
uzyj préboéwki, w ktérej byta woda dejonizowana. Dla kazdego roztworu miodu wykonaj trzy
niezalezne pomiary absorbancji.

Opracowanie wynikow

1) Policz $rednig absorbancje dla kazdego stezenia glukozy i sporzadZz wykres zaleznosci
absorbancji od stezenia glukozy.

2) Stosujgc metode najmniejszych kwadratow wyznacz wspotczynniki regresji liniowej (Y = a X +
b).

3) Ocen jako$¢ sporzadzonej krzywej wyznaczajac wspétczynnik determinacii /7).

4) Poréwnaj uzyskane wartosci wspétczynnika determinacji ¥ z wartoéciami uzyskanymi przez
inne grupy.

5) Na podstawie uzyskanych wartosci absorbacji oraz wyznaczonej krzywej kalibracyjnej
wyznacz stezenie cukréw redukujacych w przygotowanym roztworze miodu. Obliczenia
wykonaj dla jednego z trzech roztworéw miodu. Wybierz roztwor, dla ktérego zmierzona
absorbacja, najlepiej pasuje do sporzadzonej krzywej kalibracyjnej.

6) Oblicz ilo$¢ cukrow redukujacych w miodzie (w mmolach na gram miodu).

Literatura:

Szczepaniak W. ,Metody instrumentalne w analizie chemicznej”. Wydawnictwo Naukowe PWN,
Warszawa 2002, Rozdziaty 1, 2 i 3.

Zestaw 2 (Frakcjonowanie komoarki)

Cwiczenie 1: Izolacja chloroplastéw

Cel ¢wiczenia: Celem cwiczenia jest zapoznanie sie z podstawowymi metodami frakcjonowania
komorki przy uzZyciu homogenizacji, wirowania oraz wirowania w gradiencie sacharozy. Podczas
¢wiczenia studenci wyizolujg chloroplasty z lisci groszku i sprawdzq ich aktywnos¢.

Potrzebne materiaty

Pipety automatyczne

Pipety pasterowskie

Zlewki

Cylindry miarowe

Lejek

Bibuta filtracyjna

Kuwety szklane lub kwarcowe
Mieszadta magnetyczne
Koncéwki do pipet
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e Sacharoza

e Dwutygodniowe siewki groszku.
e Sacharoza

Sorbitol

e 1M Tris-HCl, pH 8,0
e 0,5MEDTA, pHS,0
o 80% aceton
e BSA

Wykonanie

Sporzqdzanie roztworow
Bufor do homogenizacji (250 ml)
Do 200 ml dejonizowanej wody dodaj:

0,35 M Sorbitol 1595¢g

50 mM Tris-HCI (pH 8,0) 12,5 ml 1 M Tris-HCl
5mM EDTA 2,5ml 0,5 M EDTA
0.1% BSA 250 mg

Po rozpuszczeniu wszystkich sktadnikéw uzupetnij dejonizowang woda do 250 ml. Przed uzyciem
dodaj 250 ul B-merkaptoetanolu.

Bufor do ptukania (150 ml)
Do 80 ml dejonizowanej wody dodaj:

0,35 M Sorbitol 9,57 g
50 mM Tris-HCI (pH 8,0) 7,5 ml 1 M Tris-HCI
2,5mM EDTA 0,75 ml 0,5 M EDTA

Po rozpuszczeniu wszystkich sktadnikdw uzupetnij wodg do 150 ml.

52% roztwor sacharozy (100 ml)
Do 50 ml dejonizowanej wody dodaj:

Sacharoza 52¢g
50 mM Tris-HCI (pH 8,0) 5ml 1M Tris-HCI
2,5 mM EDTA 0,5ml 0,5 M EDTA

Po rozpuszczeniu wszystkich sktadnikéw uzupetnij wodg do 100 ml. W przypadku niecatkowitego
rozpuszczenia sacharozy zlewke lekko podgrzej.

30% roztwor sacharozy (100 ml)
Do 50 ml dejonizowanej wody dodaj:

Sacharoza 30g
50 mM Tris-HCI (pH 8,0) 5 ml 1 M Tris-HCI
2,5 mM EDTA 0,5ml 0,5 M EDTA

Po rozpuszczeniu wszystkich sktadnikdow uzupetnij wodg do 100 ml.
Wszystkie roztwory po sporzadzeniu nalezy schtodzi¢ w lodzie.
Przygotowanie gradientu sacharozy
Do prébéwki wirdwkowej 28 ml nanies na dno 10 ml 52% roztworu sacharozy. Nastepnie

ostroznie nanies 10 ml 30% roztworu sacharozy. Przygotowane gradienty trzymaj w lodzie do czasu
ich uzycia.
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Preparacja chloroplastow

1) Zsiewek grochu zbierz 50 g mtodych zdrowych lisci.

2) Liscie umies¢ w schtodzonym homogenizatorze.

3) Dodaj 250 ml buforu do homogenizacji i homogenizuj 30s.

4) Homogenizat przefiltruj przez tetrowg pieluche.

5) Homogenizat przenies do czterech probdwek wiréwkowych 60 ml.

6) Wiruj przez 5 minut przy 1000g w 4°C.

7) Zlej supernatant, a osad delikatnie zawie$ pedzelkiem w 5 ml buforu do ptukania.

8) Zawiesine ostroznie nanies na przygotowany gradient sacharozy.

9) Wiruj przez 45 minut przy 5500g w 4°C w rotorze horyzontalnym.

10) Przyjrzyj sie rozmieszczeniu zielonych prgzkéw na uzyskanym gradiencie. Uzywajgc pipetki
pasterowskiej delikatnie zbierz chloroplasty z granicy faz 52%/30% i przenie$ do nowej
probowki wiréwkowe;j.

11) Dodaj 15 ml buforu ptuczacego. Zawartos¢ probowki delikatnie wymieszaj i wiruj przez 15
minut przy 1500g w 4°C.

12) Ostroznie usun supernatant.

13) Preparat zawie$s w 0,5 ml wody destylowanej.

Wyznaczanie widma chlorofilu
1) Do probowki wlej 6 ml 80% acetonu i zawie$ w nim 30 pl uzyskanego preparatu
chloroplastéw.
2) Po 5 minutach inkubacji zawartos¢ probowki przefiltruj przez krazek z bibuty filtracyjne;j.
3) Zmierz widmo przygotowanego preparatu w zakresie $wiatta widzialnego.

Opracowanie wynikéw
1) Narysuj schemat gradientu sacharozy po wirowaniu. Opisz, jakie sktadniki komorki znajduja

sie na poszczegdlnych poziomach gradientu.

2) Narysuj widmo chlorofilu i podaj dtugosci fal, przy ktérych wystepujg maksima absorpcji.

3) Napisz, Jaka role petnig poszczegdlne sktadniki buforéw i roztworéw uzywanych podczas
preparacji chloroplastéw.

4) Napisz, jakie procesy zachodza w kolejnych etapach preparacji chloroplastow.

Literatura:
Jéiwiak Z, Bartosz G. ,Biofizyka. Wybrane zagadnienia wraz z éwiczeniami”. Wydawnictwo Naukowe
PWN, Warszawa 2005, Rozdziat 10

Zestaw 3 (Miareczkowanie pH-metryczne)

Cwiczenie 1: Miareczkowanie potencjometryczne aminokwasow

Cel ¢wiczenia: Celem cwiczenia jest eksperymentalne wyznaczenie metodq graficzng pl aminokwasu
oraz statej dysocjacji (pK) jego grupy aminowej oraz grupy bocznej.

Potrzebne materiaty
e Biureta automatyczna
e pH-metr
o elektroda szklana zespolona
e Zlewka 100 ml
e Cylindry miarowe
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Mieszadto magnetyczne
50 mM roztwér histydyny

e 1MHCI
e 0,2 M NaOH
Wykonanie
1) Biurete automatyczng napetnij roztworem 0,2 M NaOH.
2) Do zlewki wlej 20 ml 50 mM roztworu histydyny.
3) Zlewke umie$é na mieszadle magnetycznym, a w roztworze zanurz elektrode pH-metru.
4) Za pomocg 1 M HCl doprowadz pH roztworu do wartosci ok. 2.
5) Za pomocg biurety automatycznej dodawaj po 0,1 ml 0,2 M NaOH. Po ustabilizowaniu sie

wskazania pH-metru odczytaj i zapisz warto$¢ pH. Miareczkowanie kontynuuj do uzyskania
pH o wartosci ok. 12.

Opracowanie wynikow

1)

Uzyskane wyniki pomiardw umies¢ w tabeli:

nr | 0,2 M NaOH [ml] | wartos¢ pH
1 0 ~2,00

2 0,1

n ~12

Na papierze milimetrowym sporzadz wykres zaleznosci pH (oS y) od objetosci dodanego
NaOH (os x).

W oparciu o wykonany wykres wyznaczy¢é metodg graficzng wartosci: pl; pK grupy a-
aminowej oraz pK grupy bocznej histydyny.

Poréwnaj uzyskane wartosci z warto$ciami teoretycznymi.

Napisz rownanie dysocjacji histydyny.

Cwiczenie 2: Wyznaczanie pojemnosci buforowej buforu octanowego.

Cel ¢wiczenia: Celem cEwiczenia jest eksperymentalne wyznaczenie metodq graficzng maksymalnej
wartosci buforowej buforu octowego i statej dysocjacji pK kwasu octowego.

Potrzebne materiaty

Biureta automatyczna
pH-metr

Elektroda szklana zespolona
Zlewka 100 ml

Cylindry miarowe
Mieszadto magnetyczne

50 mM kwas octowy

e 0,2 M NaOH
Wykonanie
1) Biurete automatyczng napetnij roztworem 0,2 M NaOH.
2) Do zlewki wlej 20 ml 50 mM roztworu kwasu octowego.
3) Zlewke umies$é na mieszadle magnetycznym, a w roztworze zanurz elektrode pH-metru.
4) Odczytaj wartos¢ pH. Za pomoca biurety automatycznej dodawaj po 0,5 ml 0,2 M NaOH. Po

ustabilizowaniu sie wskazania pH-metru odczytaj i zapisz warto$¢ pH. Miareczkowanie
kontynuuj do uzyskania pH o wartosci ok. 9.
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Opracowanie wynikow

1)

2)
3)

4)

Dla kazdej wartosci pH oblicz pojemnosé buforowg. Uzyskane wyniki pomiaréw umies¢ w
tabeli:

nr | pH | pojemnos$¢ buforowa (B)
1

2

n|"~9

Sporzgdz wykres zaleznosci pojemnosci buforowej B (o$ y) od wartosci pH (0$ x).

W oparciu o wykonany wykres wyznaczy¢ metoda graficzng wartos¢ pK grupy kwasu
octowego oraz maksymalng pojemnosé buforowa buforu octanowego (podaj jego stezenie).
Poréwnaj uzyskane wartosci z warto$ciami teoretycznymi.

Cwiczenie 3: Charakterystyka elektrody szklanej.

Cel ¢wiczenia: Celem cwiczenia jest wyznaczenie zaleznosci sity elektromotorycznej (SEM) od wartosci
pH dla elektrody szklanej zespolonej, znalezienia wspdfczynnika proporcjonalnosci k i poréwnanie go z
wartoscig teoretyczng.

Potrzebne materiaty

Pipeta automatyczna
pH-metr

Elektroda szklana zespolona
Zlewki 100 ml (1 sztuka)
Cylindry miarowe
Mieszadto magnetyczne

1 M kwas octowy CH;COOH
1 M kwas fosforowy H3;PO,
0,2 M kwas borowy H;BO;
0,2 M NaOH

Wykonanie

1)

2)
3)
4)

W zlewce 100 ml przygotuj 50 ml roztworu wedtug Brittona-Robinsona (0,04 M CH;COOH,
0,04 M H3PO,, 0,04 M H3BOs);

Zlewke umies¢ na mieszadle magnetycznym, a w roztworze zanurz elektrode pH-metru.
pH-metr przetgcz w tryb pomiaréw potencjometrycznych [mV].

Do zlewki dodawaj 0,2 M NaOH w porcjach po 5 ml. Po kazdej dodanej porcji odczytaj i zapisz
wartos¢ SEM. Po dodaniu porcji NaOH nalezy poczeka¢ na ustabilizowanie sie wskazan
elektrody. Pomiary przerwij po dodaniu 8 porcji (tgcznie 40 ml) 0,2 M NaOH).

Opracowanie wynikéw

1) Sporzadz wykres zaleznosci SEM (0$ y) od pH (os x). Wartosci pH dla kolejnych porcji 0,2 M
przedstawia ponizsza tabela.
L.p. Objetosc¢ 0,2 M NaOH pH
1 5ml 2,21
2 10 ml 3,29
3 15 ml 4,56
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4 20 ml 5,72
5 25ml 6,80
6 30 ml 7,96
7 35ml 9,15
8 40 ml 10,38

2) Dla obszaru, w ktérym zaleznos¢ jest liniowa wyznacz wspoétczynniki regresji liniowej (Y = a X
+ b). Wspdtczynnik a jest poszukiwanym molowym wspdtczynnikiem proporcjonalnosci.

3) Pordéwnaj obliczony wspdtczynnik proporcjonalnosci z wartoscig teoretyczng (k = 2,303 RT/nF
dla 25°C ma wartos¢ 59,1 mV). Uzyskany wynik wyraz w % wartosci teoretycznej.

Literatura:

Zgirski A, Gondko R. ,Obliczenia biochemiczne”. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 1998,
Rozdziat 4.

Szczepaniak W. ,Metody instrumentalne w analizie chemicznej”. Wydawnictwo Naukowe PWN,
Warszawa 2002, Rozdziat 9.

Zestaw 4 (Spektrometria)

Cwiczenie 1: Wyznaczanie molowego wspétczynnika absorpcji

Cel ¢wiczenia: Celem ¢wiczenia jest eksperymentalne wyznaczenie molowego wspdtczynnika absorpcji
przy wykorzystaniu prawa Lamberta-Beera.

Potrzebne materiaty

e Spektrofotometr

o Kuwety

e Pipety automatyczne
Koncéwki do pipet
Probdéwki szklane
Tryskawka
DCIP

Wykonanie
1) Przygotuj 200 ml 100 uM DCIP (m.cz. DCIP wynosi 268,10 g/mol). llo$¢ roztworu jest

wystarczajgca dla catej grupy
2) Przygotuj 10 probdéwek szklanych i sporzadz w nich po 10 ml roztworéw DCIP o réznym

stezeniu postugujac sie ponizsza tabela:

Nr probéwki | 100 uM DCIP [ml] | Woda dejonizowana [ml]
0 0,00 10,00
1 0,25 9,75
2 0,50 9,50
3 0,75 9,25
4 1,00 9,00
5 1,25 8,75
6 1,50 8,50
7 1,75 8,25
8 2,00 8,00
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3)

9 2,50 7,50

Zmierz absorbancje przygotowanych roztworéw DCIP przy dtugosci fali 600 nm stosujac
probdéwke nr 0 jako prébe odniesienia. Pomiary zacznij od najnizszych stezen do najwyzszych.
Dla kazdego stezenia wykonaj po trzy pomiary. Po kazdej zmianie stezenia kuwete optucz
wodg dejonizowang i dokfadnie osusz.

Opracowanie wynikow

4)

5)

6)
7)

Policz srednig absorbancje dla kazdego stezenia DCIP i sporzadz wykres zaleznosci
absorbancji od stezenia DCIP.

Stosujgc metode najmniejszych kwadratéw wyznacz wspotczynniki regresji liniowej (Y = a X +
b). Wspdtczynnik a jest poszukiwanym molowym wspoétczynnikiem absorpcji €.

Ocen jakosc¢ sporzadzonej krzywej wyznaczajgc wspotczynnik korelacji liniowej Pearsona r).
Poréwnaj uzyskane wartosci € i r z wartosciami uzyskanymi przez inne grupy.

Cwiczenie 2: Wplyw pH na wilasnosci spektralne zwigzkéw chemicznych

Cel ¢éwiczenia: Celem C(cwiczenia jest pokazanie na przyktadzie btekitu bromofenolowego, ze
wtasciwosci spektralne zwigzkow chemicznych zalezq od pH. Podczas eksperymentu studenci bedq
obserwowac, w jaki sposob barwa bfekitu bromofenolowego zalezy od pH roztworu i zbadajq widmo
absorpcyjne tego zwiqzku przy dwdch réznych wartosciach pH.

Potrzebne materiaty

Spektrofotometr
Kuwety

Pipety automatyczne
Koncéwki do pipet

e Probdwki szklane

o 0,1% roztwor btekitu bromofenolowego

e kwas cytrynowy (m.cz. wynosi 192,12 g/mol)

e wodorofosforam disodu Na,HPO,4 (m.cz. wynosi 141,96 g/mol)

Wykonanie

1) Przygotuj 50 ml 0,1 M kwasu cytrynowego i 50 ml 0,2 M Na,HPO, (kazda podgrupa
przygotowuje wiasny roztwdr). W 40 ml nalezy rozpusci¢c odpowiednig ilos¢ kwasu
cytrynowego lub Na,HPO, i uzupetni¢ do 50 ml.

2) Przygotuj 9 probowek szklanych i sporzadz w nich po 5 ml buforu cytrynianowo-

fosforanowego o réznych wartosciach pH postugujac sie ponizszg tabela:

pH | 0,1 M kwas cytrynowy [ml] | 0,2 M Na,HPO, [ml]
2,6 4,45 0,55
3,2 3,75 1,25
3,8 3,20 1,80
4,4 2,80 2,20
5,0 2,40 2,60
5,6 2,10 2,90
6,2 1,70 3,30
6,8 1,15 3,85
7,4 0,45 4,55
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3)
4)

5)

6)

Do kazdej probdéwki dodaj po 50 pl 0,1% roztworu btekitu bromofenolowego i zawartos¢
probdéwki wymieszaj.

Zaobserwuj, jaki kolor przybrat btekit bromofenolowy w probdéwkach o réznych wartosciach
pH.

Przygotuj 4 kuwety. Do pierwszej wlej 1,5 ml wody, do drugiej 1,5 ml roztworu z prébdéwki o
pH 2,6 (kolor z6tty), do trzeciej 1,5 ml roztworu z probéwki o pH 7,4 (kolor fioletowy), a do
czwartej roztworu z prébdéwki o kolorze przejsciowym (zanotuj pH).

Ustaw spektrofotometr na dtugos¢ fali A=400 nm i wyzeruj go wzgledem kuwety z woda.
Zmierz i zanotuj absorbancje kuwet nr 2 i 3. Pomiary absorbancji powtarzaj zmniejszajgc za
kazdym razem dtugosé fali o 20 nm. Pomiary przerwij przy dtugosci fali A=700 nm.

Opracowanie wynikow

1)

2)

Sporzadz wykresy zaleznosci absorbancji A (oS y) od dtugosci fali A (o$ x) dla roztwordw
btekitu bromofenolowego o | trzech réznych wartosciach pH (dane zebrane w punkcie 6).
Metodg graficzng wyznacz punkt izozbestyczny btekitu bromofenolowego, oraz maksima
absorpcji dla jego formy kwasowej i zasadowe;j.

Cwiczenie 3: Wplyw stopnia utlenienia na wlasnosci spektralne zwiazkéw

chemicznych

Cel ¢wiczenia: Celem ¢wiczenia jest pokazanie na przyktadzie cytochromu c, Ze wtasciwosci spektralne
zwigzkow chemicznych zalezq od ich stopnia utlenienia. Podczas eksperymentu studenci przygotujq
roztwor cytochromu ¢ w postaci zredukowanej i utlenionej oraz sprawdzq jak, stopienri utlenienia
wptywa na widmo absorpcyjne tego biatka.

Potrzebne materiaty

Spektrofotometr
Kuwety

Pipety automatyczne
Koncéwki do pipet

e Probdwki szklane
e Roztwér cytochromu c 0,4 mg/mll
e 0,1 M bufor fosforanowy pH 7,0
o 5 mM roztwor Ks[Fe(CN)el
e 10 mM roztwor kwasu askorbinowego
Wykonanie
1) Przygotuj 3 czyste probowki szklane, a nastepnie odmierz do nich roztwory wedtug ponizszej
tabeli:
Prébowka Roztwor i jego ilosé
1ml 1ml 0,1 ml
1 bufor fosforanowy Roztwér cytochromu c . w'oda
dejonizowana
2 bufor fosforanowy Roztwér cytochromu c roztwor
Ks[Fe(CN)e]
3 bufor fosforanowy Roztwér cytochromu c | roztwér kwasu
askorbinowego
2) Odczekaj 10 minut i poréwnaj kolory kazdej z probdwek.
3) Zawartosc probéwek przenies do kuwet i zmierz widma w zakresie 390-610 nm.
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Opracowanie wynikow
1) Na podstawie sporzadzonych widm absorpcji wyznacz maksima absorpcji dla formy

utlenionej i zredukowanej cytochromu c.

2) Pordéwnaj wszystkie 3 uzyskane widma absorpcyjnej i zastanow sie, czy przygotowany
wyjsciowy roztwoér cytochromu ¢ w wiekszym stopniu skfada sie z formy utlenionej, czy
zredukowane;j.

Literatura:

Szczepaniak W. ,Metody instrumentalne w analizie chemicznej”. Wydawnictwo Naukowe PWN,
Warszawa 2002, Rozdziat 6.1.
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