OSNOVNO O RADU U HEMIJSKOJ LABORATORUI

Veibe iz hemije se izvode u studentskim hemijskim laboratorijama cija se oprema razlikuje od
istrazivackih laboratorija, utoliko Sto je znatno jednostavnija. U studentskoj laboratoriji student dobija
radno mesto za laboratorijskim stolom, opremljeno potrebnim reagensima i hemijskim posudem (Slika
1).

Slika 1. Studentska laboratorija na Institutu za hemiju, Medicinskog fakulteta.

Rad u studentskoj hemijskoj i biohemijskoj laboratoriji, buduéi da podrazumeva kontakt sa
razlic¢itim hemikalijama i opremom, iako ne nosi opasnost i rizik, zahteva red, disciplinu i poStovanje
osnovnih pravila:

- ulaboratoriji se ne jede i ne pije

- nikada se ne pipetira ustima; koristi se propipeta

- uvek paZljivo procitati tekst na etiketama na reagens boci

- posebno obazrivo rukovati sa supstancama na kojima stoje oznake:

o eksplozivno TS toksi¢no

o) zapaljivo korozivno
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Pre pocetka eksperimentalnog rada treba nauciti odgovarajuce poglavlje iz udzbenika ili iz belezaka sa
predavanja i pazljivo prouciti uputstvo za prakti¢ni rad. Pri radu se treba pridrzavati uputstava i pazljivo
beleziti licna zapaZanja. Pored praktikuma i knjiga, kao dobar izvor informacija sluzi i Internet. Mnogi izdavaci,
univerziteti i istrazivacke laboratorije imaju svoje stranice na Internetu na kojima se moZe naci obilje korisnih
informacija. Internet, pored toga, nudi otvoren pristup bazama podataka koje obiluju najrazli¢itijim



informacijama iz oblasti hemije i biohemije. Tako, na primer, osnovne hemijske tehnike moZete nadi na
adresi: http://www.dartmouth.edu/ ~chemlab/techniques

OSNOVNO LABORATORIISKO POSUDE

U hemijskoj laboratoriji se upotrebljava, pre svega stakleno, ali u odredenoj meri i plasticno
posude. Staklo mora biti dobrog kvaliteta, Sto znaci otporno na nagle promene temperature, mehanicke
udare i delovanje korozivnih hemikalija. Alkalni rastvori nagrizaju staklo, dok su kiseline (izuzev HF)
inertne prema staklu. U hemijskoj laboratoriji naj¢esce se upotrebljavaju: epruvete, ¢ase, erlenmajeri,
normalni sudovi, menzure, pipete, birete, okrugli baloni, eksikatori. Laboratorije specijalizovane za
odredene oblasti hemije/biohemije pored osnovnog poseduju i raznovrsno posude pogodno za
izvodenje specificnih reakcija. Na slici 2. je prikazano stakleno laboratorijsko posude, koje se sreée u
svakoj hemijskoj i biohemijskoj laboratoriji.

Slika 2. Stakleno laboratorijisko posude razli¢itih zapremina: a) normalni sudovi, b) menzure,
c) ¢ase i d) erlenmajeri

Za pravilan tok i uspesan ishod eksperimenta vazno je da laboratorijsko posude bude hemijski
Cisto. To se postiZze pranjem u detergentu, a zatim ispiranjem ¢esmenskom i destilovanom vodom. Po
zavrSetku eksperimenta ostatke (toksi¢ne, korozivne...), jednom recju opasne materije, treba odlagati u,

za to namenjene, specijalne kontejnere.

MERENJE

Masa

Hemija kao egzaktna nauka pociva na merenju. U hemijskoj - biohemijskoj laboratoriji merenje
mase se vrsi na vagama: tehnickim ili decimalnim ¢ija je tacnost 0,01 g i maksimalna masa 1 kg i
analitickim cija je tacnost 0,0001-0,0002 g i koje sluZe za precizna merenja manjih masa supstance.
Tehnicke i analiticke vage mogu biti mehanicke i digitalne. Na slici 2. su prikazane digitalna i mehanicke
vage: na prvoj se masa ocitava na elektronskom displeju, a kod drugih na mehanickoj skali (slika 3.).



Slika 3. Laboratorijske vage: a) digitalna, b) mehanicka sa elektronskim displejem i c) mehanicka vaga.
Digitalne vage su sasvim potisnule iz upotrebe mehanicke vage.! Postupak merenja na digitalnoj vagi je
prikazan na slici 4.
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Slika 4. Postupak merenja na digitalnoj vagi: a) vaga se ukljuCuje pritiskom tastera za ukljucivanje,
na displeju se ocitava 0.000, b) papir ili posuda za odmeravanje se stavljaju na tas,

c) tarira se masa pritiskom na taster za tariranje, na displeju se ponovo ocitava 0.000,
d) a zatim se paZljivo dodaje supstanca do Zeljene mase.

Zapremina

Sl jedinica za zapreminu je m>. Ova jedinica zapremine je u prakti¢ne svrhe zamenjena litrom. Za
odmeravanje zapremine tecnosti u hemijskoj/ biohemijskoj laboratoriji upotrebljavaju se menzure, birete,
pipete, automatske pipete, mikrobirete i mikroSpricevi. Na slici 5. je prikazano ocitavanje zapremine tec¢nosti
u menzuri i bireti.
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Slika 5. Ocitavanje zapremine tecnosti u: a) menzuri i b) bireti.

IMehani¢ka vaga predstavlja ravnokraku polugu na &ijim krajevima su obe3eni tasovi. Postupak merenja na mehanickoj vagi je slededi: pre svakog
merenja odredi se nulti (ravnotezni) poloZaj vage i tarira posuda u kojoj se meri. Za merenja se upotrebljavaju tegovi poznate mase. Supstanca
koja se meri obi¢no se stavlja na levi tas zakocene vage, a tegovi na desni, vaga se otkoCi i odmerava supstanca dok se ne postigne ravnoteza sa
odabranim tegom.



Birete su graduisane staklene cevi koje se na donjem delu zavrsavaju slavinom koja sluzi za
regulisanje isticanja tecnosti u kapima. Mogu biti makro (zapremine 25 ili 50 mL) i mikrobirete (sa
izbazdarenim stotim delovima mL).

Pipete sluZze za dodavanje u kapima (Pasterove i seroloske — graduisane odozgo na dole ili bez
kalibracije), ili precizno odmeravanje makro (preko 1 mL) ili mikro (manje od 1 mL) zapremine tecnosti. Na
slici 6. su prikazane automatske mikropipete i stakleni mikrosSpric.

Slika 6. Automatske mikropipete sa promenljivom i fiksnom zapreminom i stakleni mikroSpric.

Na slici 7. je prikazana Pasterova pipeta i propipete.

a)
Slika 7. Prenosenje teCnosti Pasterovom pipetom: a) pipetiranje tecnosti iz mikro kivete
i b) prenosenje u ¢asu;c) propipete.

Automatske pipete mogu biti sa fiksnom (npr. 5, 10, 25, 50, 100, 1000 pL) ili promenljivom (npr.
10-50, 200-1000 pL) zapreminom. U radu sa automatskim pipetama koriste se plasti¢ni nastavci za
jednokratnu upotrebu. Automatske pipete se ne koriste za rad sa isparljivim ili korozivhim te¢nostima
(kakva je npr. HCI).

Postupak rada sa automatskom pipetom je prikazan na slici 8.
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Slika 8. Odmeravanje tecnosti automatskom pipetom: a) klip je potisnut do kraja prvog hoda,
b) automatska pipeta se nastavkom uranja u tecnost, c) lagano se otpusta klip i tecnost se usisava, d)



tecnost se izbacuje pritiskanjem klipa do kraja prvog hoda, e) do kraja drugog hoda, i f) izbacuje se
nastavak.

U biohemijskim i mikrobioloskim laboratorijama se koriste seroloske pipete koje su graduisane
odozgo na dole i kojima se odmerava zapremina u celim mL. Mikrospricevi se koriste za merenje malih
zapremina npr. 5-10 pL, (slika 6). Takode, u klinickim biohemijskim laboratorijama, gde je potrebno odmeriti

veliki broj uzoraka iste zapremine, upotrebljavaju se pipetori, slika 9.

Slika 9. Postupak rada sa pipetorom: a) na bazdarnoj skali se podesi zapremina, b) klip pipetora se povuce na gore
do svog krajnjeg poloZaja i c) usisana tecnost se ispusta pritiskom klipa pipetora na dole.

Temperatura
Za merenje temperature su razvijeni razli¢iti instrumenti, ali su u upotrebi najcescée Zivin i alkoholni

termometar. Temperatura se izrazava pomocu tri temperaturne skale: Farenhajtove (°F), Celzijusove (°C) i
Kelvinove (K). Za njihovu medusobnu konverziju koriste se jednacine:
oC =5/9 (°F-32) ; OF = 1,8 x°C+32; K =°C +273,15.

Na slici 10. je dat uporedni prikaz Kelvinove, Celzijusove i Farenhajtove temperaturne skale.
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Slika 10. Uporedni prikaz mernog opsega Kelvinove, Celzijusove i Farenhajtove temperaturne skale.



VEZBA 1

PRAVLIENJE RASTVORA

Unutrasnjost Celije je ispunjena rastvorom razlicitih biopolimera, kao Sto su: proteini, nukleinske
kiseline, polisaharidi, kao i malih organskih molekula i elektrolita. Kompleksni biohemijski procesi
razgradnje i sinteze biomolekula se najve¢im delom odvijaju u vodenoj sredini. Voda kao univerzalni
rastvarac, svojom specificnom strukturom umnogome odreduje strukturu, a samim tim i funkciju
biomolekula. Voda i vodeni rastvori dakle, predstavljaju osnov za funkcionisanje Zivih sistema.

Vodeni rastvori imaju Siroku primenu u svakodnevnoj medicinskoj praksi. Tako npr.postoji Citav niz
razli¢itih rastvora za infuziju, kao Sto su: rastvori ugljenih hidrata i elektrolita, rastvori aminokiselina,
osmotsk diuretici, plazma ekspanderi itd. Infuzioni rastvori mogu biti razli¢itog sastava, kao npr: fizioloski
rastvor (9 g/L NaCl), fizioloski rastvor sa glukozom, rastvori ugljenih hidrata | elektrolita koji sluze za unos
te¢nosti | energije, Hartmanov rastvor (Na*, K*, Ca%*, CI', laktat) | Ringerov rastvor (Na*, K*, Ca2*iCl).

Rastvori su homogeni, energetski stabilni disperzni sistemi, koji se sastoje od rastvaraca |
rastvorene supstance.

Po dimenzijama rastvorenih Cesticarastvori mogu biti: pravi, Cije su Cestice rastvorene do veli¢ine
jona ili molekula, (dimenzije rastvorenih ¢estica<lnm) | koloidni, Cije ¢estice mogu biti agregati manjih
molekula ili makromolekuli dimenzija 1-100 nm. Emulzije i suspenzije predstavljaju grubo-disperzne
sisteme, u kojima su dimenzije ¢estica>100 nm.

Sadrzaj rastvorene supstance u rastvoru se moze izrazitik ao:
1. Molarnost; koli¢inska koncentracija- Predstavlja koli¢inu rastvorene supstance u jedinici

. n mol
zapremine rastvora, c=— (Ml T2y
V. L dm

2. Molalnost- Predstavlja koli¢inu rastvorene supstance u jedinici mase rastvaraca,

n(rastvorene supstance) , mol

b:

m(rastvaraca) kg
3. Masena koncentracija - Predstavlja masu rastvorene supstance u jedinici zapremine
m  k
rastvora, y =—(—g, 9y
vV | L
4. Masena frakcija, maseni udeo - Predstavlja odnos mase rastvorene supstance i ukupne

m,

mase rastvora, W, =

m;

21 medicini se koristi mol/L



5. Molska frakcija, koli¢inska frakcija, - Predstavlja odnos koli¢ine rastvorene supstance ili
nA
D.Na

6. Osmolarnost predstavlja broj molova osmotski aktivnih Cestica (osmola) u jedinici

rastvaraca i koliCine svih supstanci u rastvoru, y =

zapremine, odnosno koncentraciju osmotski aktivnih cCestica i izrazava se u
osmol/L. Broj osmola izracunava se kao: n x i, gde je i Van’t Hoffov korekcioni

faktor, koji se definiSe kao:i= aktuelni brojéestica u rastvoru nakon disocijacije / ukupno unet

broj Cestica. i zavisi od koncentracije elektrolita i uvek je vece od 1, a za rastvore neelektrolita i=1.
Tako se u rastvoru neelektrolita (npr. glukoze) koncentracije 0,1 mol/L nalazi 0,1 osmol/L, dok se u
rastvoru elektrolita NaCl iste koncentracije, zakoji jei=1,85 nalazi 0,185 osmol/L
(c=0,1x1,85= 0,185 osmol/L).

PRAVLIENJE RASTVORA ODREDENE KONCENTRACUE

Rastvorisemogupripremitidirektnimodmeravanjem ¢vrstih supstanci i rastvaranjem u potrebnoj
zapremini odgovarajuceg rastvaraca. Medutim, u hemijskim i biohemijskim laboratorijama rastvori se mnogo
cescée prave polazeci od vec pripremljenog, koncentrovanog rastvora (stock) jednostavnim razblaZivanjem. U
biohemiji se obicno koriste supstance visoke Cistoce i voda visokog kvaliteta (destilovana, dejonizovana,
bidestilovana). Za izvodenje biohemijskih eksperimenata i tragovi necisto¢a u supstancama, od kojih se
priprema rastvor, mogu biti kriti¢ni.

1) Pravljenje rastvora odmeravanjem cvrste supstance

Primer
Koliko je grama glukoze potrebno za pripremanje 250 mL rastvora koncentracije 0,05 mol/L (M,
glukoze - 180)?Izracunati masenu koncentraciju rastvora.
Iz koli¢inske koncentracije 0,05 mol/L izraCunava se broj molova glukoze u 250 mL rastvora:
1000 mL rastvora sadrzi 0,05 mola
250 mL rastvora sadrzi0,0125 mola
Masa 0,0125 mola glukoze izracunava se iz mase 1 mola glukoze (180 g):
1 mol glukoze je 180 g
0,0125 mola glukoze je 2,25 g m=2,25 g glukoze
Potrebno je izmeriti 2,25 g glukoze, rastvoriti u vodi i preneti u normalni sud od 250 mL
Masena koncentracija datog rastvora se izracunava iz sledeée formule:
Yy=cxM=0,05x180=9g/L

Supstance za pravljenje rastvora:
Glukoza (M-180)
KMnO4 (M-158)



NaCl (M,-58,5)

Postupak

Kada se pravi rastvor odmeravanjem cvrste supstance potrebno je Cvrstu supstancu prethodno
usitniti u porcelanskom avanu (da bi se njeno rastvaranje ubrzalo), a zatim se izracunata masa supstance
odmeri u ¢asi. Za odmeravanje supstance koristi se tehnicka ili analiticka vaga. Odmerena supstanca se
rastvori u malo vode i pazljivo prenese (niz $tapi¢ kroz levak) u normalni sud. Casa se ispira vise puta sa
dest. vodom, pazljivo prenosi u normalni sud, niz Stapi¢ (kvantitativno prenosenje) i normalni sud
pazljivo dopuni dest. vodom do obelezene crte. Normalni sud se zatvori i promucka, da bi rastvor bio

homogen.

2) Pravljenje rastvora razblaZivanjem postojeceg rastvora poznate koncentracije
Polazni rastvori:

Glukoza -0,5 mol/Lil mol/L

NaCl -1,5mol/L

Primerl.
Napraviti 50 mL rastvora glukoze koncentracije 5 mmol/L polazeéi od rastvora koncentracije 0,5
mol/L.
Za 50 mL rastvora glukoze koncentracije 5 mmol/L je potrebno 0,05 L x 5 mmol/L = 0,25 mmol
Polazni rastvor je koncentracije 0,5 mol/L = 500 mmol/L. Izra¢unatih 0,25 mmol glukoze, koliko je
potrebno za pravljenje rastvora koncentracije 5 mmol/L se nalazi u:
1000 : 500 =x:0,25
x =0,5 mL =500 pL polaznog rastvora koncentracije 0,5 mol/L.
Potrebna zapremina se moZze izracunati i korisS¢enjem obrasca: cixVi=c,xV,, gde oznaka 1 u indeksu
odgovara rastvoru koji treba napraviti (u datom primeru ¢;= 5 mmol/L i Vi= 50 mL) a oznaka 2 u
indeksu, polaznom rastvoru (c;= 0,5 mol/L tj. 500 mmol/, V, - nepoznato). Nepoznata (potrebna)
zapremina je Vo= (C1xV1) : ¢2i u datom primeru je Vo= (5 mmol/L x 50 mL) : 500 i iznosi 0,5 mL tj. 500 L.
Postupak
Automatskom pipetom se odmeri 500 pL polaznog rastvora direktno u pripremljeni normalni sud i
dopuni dest. vodom do crte. Zatim se normalni sud zatvori i promucka, da bi se dobio homogen
rastvor.
Polazni rastvori:
Glukoza -0,05 mol/Li5 g/L
KMnO, - 0,3 mol/Li5 g/L
NaCl -1,5mol/Li9g/L

Primer 2.
Koliko je potrebno mililitara rastvora NaCl koncentracije y= 11,7 g/L da se napravi 250 mL rastvora
koncentracije c= 0,01 mol/L? (Na-23; ClI-35,5)



IzraCunava se koli¢ina supstance (broj molova) koja se nalazi u zapremini od 250 mL rastvora
koncentracije c= 0,01 mol/L:

1000 mL rastvora sadrzi0,01 mol

250 mL rastvora sadrzi0,0025 mol

Zatim se izracunava masa potrebnih 0,0025 mol:

1 molNaCl ima58,5 g

0,0025 mola NaCl je 0,15 g

Da bi se pripremilo 250 mL rastvora c= 0,01 mol/L polazeci od rastvora y= 11,7 g/L treba odmeriti
zapreminu u kojoj se nalazi 0,15 g NacCl:

1000 mL rastvora sadrzi 11,7 g

xmL rastvora sadrzi 0,15 g x=12,5 mL NaCl

Postupak

U biretu pomocu levka sipati “stock” rastvor, skloniti levak i podesiti nivo rastvora u bireti,
najbolje do nekog celog podeoka (slika 3). Biretom se odmeri odredena zapremina rastvora direktno u
pripremljeni normalni sud i dopuni dest. vodom do crte. Zatim se normalni sud zatvori i promucka, da bi

se dobio homogen rastvor.
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Slika 3: Ocitavanje birete: Schelbach-ova (uociti poloZaj tacke nastale kao presek plave trake u odnosu na podeoke
na bireti) i Mohr-ova bireta (poloZaj donjeg nivoa rastvora u odnosu na podeoke na bireti).

Za sva potrebna izraCunavanja pri pripremanju rastvora, danas mogu da se koriste gotovi
softverski paketi, Cije su adrese dostupne na internetu, npr:
http://www.topshareware.com/Chemical-Reagent-Calculator-download-17295.htm
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