6.3. Navrh ulohy pro laboratorni cviceni

Diky relativné nizkym potizovacim nakladim na aparaturu pro gelovou elektroforézu
i na pouzivané chemikalie by bylo mozné zakomponovat laboratorni ulohu z gelové
elektroforézy mezi stavajici laboratorni ulohy v predmétu CH2BP_5P7L Laboratorni cviceni
z analytické chemie. Studenti by tak byli seznameni s hojné pouzivanou moderni metodou
a zaroven by ziskali dobrou moznost si prakticky vyzkouset metodu, s niz se seznami
v teoretickém vykladu. Zatazeni ulohy s tématikou elektroforézy by znamenalo znacny
posun ve studiu chemie 1 v povédomi studentll o instrumentdlnich analytickych metodach.
Uloha by také mohla pfinést zajimavé srovnani s jiz existujici ulohou Chromatografie

na tenké vrstvé — Separace smési potravinaiskych barviv

Laboratorni cviceni z analytické chemie

Jméno a pfijmeni

Rocénik

Datum

Studijni kombinace

Nazev ulohy Gelova elektroforéza — priprava gelu

Ukoly:
1. Vypocitejte hmotnost agardzy, kterd je nutna pro piipravu gelu o hmotnostni procentudlni

koncentraci wo, = 1 %.

2. Dle navodu piipravte gel.

3. Sestavte aparaturu s jiZ vyrobenym a dobfe zatuhnutym gelem.
4. Provedte elektroforézu.

5. Vyhodnotte elektroforeogram a zpracujte protokol.

Pomticky:

Analytické vahy, navazovaci lodic¢ka, agardza, tlumivy roztok, odmérny valec, kéadinka,
mikropipety, magnetickd michacka s topnym zafizenim, aparatura pro elektroforézu, zdroj

napéti, bily papir pro senzorické vyhodnoceni, deionizovana nebo destilovana voda.



Navod pro ptipravu gelu:

Vypocitejte hmotnost agardézy pro piipravu gelu o hmotnostni procentudlni
koncentraci wy, = 1 %. Na navazovaci lodicce navazte na analytickych vahach (predem
vyvazenych!!) vypocétené mnozstvi agardzy. Navazené mnozstvi preved’te kvantitativné
do kadinky s odméfenym objemem tlumivého roztoku (napi. TRIS). Vlozte dikladné omyté
michadélko a nechte smés agardzy a tlumivého roztoku michat na magnetické michacce
s topnym zafizenim alesponn 20 minut. Mezitim si sestavte aparaturu a formu na gel opatiete
gumovymi zabranami. Aparaturu 1 formu zkontroluje vyucujici. Po ukonceni zahtivani nechte
smes velmi kratce zchladnout a prelijte obsah kddinky do formy na gel. Gel musi dobie
zatuhnout a zchladnout, proto jej ponechte opét alespoit 20 — 30 minut stat. Po pfieliti
do formy umistéte asi doprostied formy hiebinek pro vytvofeni jamek, do kterych bude

nanaSen mikropipetou vzorek.

Sestaveni aparatury:

Pted sestavenim aparatury zkontrolujte, zda predchozi pracovnik neponechal aparaturu
znecisténou, piipadné ji umyjte destilovanou vodou (neni-li k dispozici deionizovana voda)
a nechte uschnout. Vlozte do vanicky formu se zchladnutym gelem, zbavenou gumovych
zébran. Napliite aparaturu tlumivym roztokem tak, aby hladina tlumivého roztoku dosahovala
maximalné 0,5 — 1 cm nad uroven gelu. Ptipojte svorkami zdroj napéti k platinovym
elektrodam. Pouzivané napéti je obvykle 100 V. Zapnéte zdroj napéti a nechte piil hodiny

elektroforézu probihat.

Davkovani vzorku:
Ptesnou hodnotu pipetovaného objemu standard a neznamého vzorku urci vyucujici.
V zévislosti na poc¢tu vytvorenych jamek a poctu standardl si rozvrhnéte obsazenost jamek

jednotlivymi standardy a nezndmym vzorkem.

Ukonceni pribéhu elektroforézy:

Po ukonceni pritbéhu elektroforézy vyjméte formu s gelem a nechte okapat od zbytk
tlumivého roztoku, pracujte opatrné, gel (elektroforeogram) jesté budete vyhodnocovat.
Umyjte po sob¢ vanicku a nakonec ji oplachnéte deionizovanou/destilovanou vodou.

Na konec nechte voln¢ aparaturu oschnout.



Vyhodnoceni elektroforeogramu:

Protoze zfejmé neni k dispozici skenovaci zafizeni, jakym disponuji védecky

zaméfené instituce (napt. CEITEC nebo Akademie véd), bude nutné elektroforeogram

vyhodnotit pouze senzoricky proti bilému papiru. Pfesto byste méli byt schopni urcit neznamy

vzorek ve srovnani se standardy.

Zpracovani protokolu:

Hlavicka

Chemikalie

Pomicky

Struc¢ny postup (svymi slovy)

Odpovédi na kontrolni otazky

Vyhodnoceni elektroforeogramu (ptipadné fotografie)

Zavér s konstatovanim, zda se povedlo spravné ur€it nezndmy vzorek, piipadné

vysvétleni pfi¢in nezdaru.



