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Uvod

Tato skripta jsou wena poslucham Il. ro¢niku vSeobecného léksdvi LF UK v Plzni pro
praktickou vyuku chemie v zimnim semestru. Obsahéyody ke vSem uloham, jimz
piedchazi strény teoreticky vyklad. NasSim z&irem je seznamit posluctase zakladnimi
principy optickych, dlicich a potenciometrickych metod a obsluhdisfpoji, které se v
téchto metodach dir¢ pouzivaji a pat k zakladnimu vybaveni chemické laborato
Kromé toho byla zéazena jednoduchd klinicko-biochemicka stanovejichiz podrobijsi
interpretace bude saasti praktik z klinické biochemie v letnim semestru

Chegli bychom na tomto mistpodtkovat prof. MUDr. Jaroslavu Rackovi, CSc. za
laskavé poskytnuti gkterych material, které dokumentuji izné patologické stavy a
souwasreé ukazuji na vyuziti obecnych metod v klinické bientii. Dale @kujeme olma
recenzentm za peélivé precteni rukopisu. K jejich fipominkam bylo v z&rec¢né redakci
prihlédnuto.

V Plzni, véervnu 1999 auio
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Pravidla bezpe €nosti a ochrany zdravi p i praci

Do praktikarny maji fistup pouze studenti, Kigjsou rozvrhem hodin vypséani naigusna praktika.
Jakékoliv ndvivy jsou zakazany.

Studenti jsou povinni iigd nastupem do praktik teoreticky ovladat Ulohyerétbudou prakticky
provadt. Ffinesou si pracovni pla%a seSit. Praktikovani bez pla§e negipustné. Vlasy musi byt
upraveny tak, aby nemohlo dojit k Grazugraci s kahanem.

VeSkeré odchody z praktik jsou povoleny pouze $owyg/m svolenim asistenta vedouciho praktika.

V laboratdi je povoleno provagt pouze ty prace, které jsou naplni praktickéhd@emi. V laboraté je
zakézano jist, pit a koity dale grechovavat potraviny a pouZzivat laboratorni nadobpdiezeni k jinym
Gcelim, nez jsou uteny.

Pro prace, p nichz mize dojit k aniku Skodlivych chemickych latek do dugi, se musi zabezfie
odséavani. Prace s latkami dymavymi, drazdivymi,azapjicimi, jedovatymi plyny a parami, st&jn
jako zihani a spalovani je dovoleno prastgdn v digesttich.

Pri nasazovani skiénych trubtek, teplondri apod. do zatek a hagk je nutno chréanit ruce vhodnymi
rukavicemi. Konec sklemého gednetu nesmi mit ostré hrany a musi byt namazan nebthdea.
Strepy a jiné odpadky s ostrymi hranami musi byt odi&kiéy do zvlastni nadoby s ozeaim "SKLO".

Do vylevek Ize vylévat jen rozpowsia s vodou dokonale misitelna, dostateziedna (nejmén

1:10), v mnozstvi nejvySe 0,5 litru a vodné roztdyselin a zasadiediné nejmén 1:30. S vodou
nemisitelna rozpouitla, jedy, kyseliny a louhy nad uvedenou koncemteadatky, které uvaiuji

jedovaté a drazdivé plyny, do vylevek vylévat nelze

Pri fedéni se kyseliny zasadrvlévaji do vody, nikoliv naopak.

Je zakdzano naséavat jedy a Ziraviny do pipet Odiysi byt pouzito vakuum nebo mechanicky
davkova.

Rozlité kyseliny je nutno ihned splachnout vodotipadré neutralizovat praskovou sodou. Rozlité
zasady st# jen dikladns splachnout vodou.

Pri rozliti horlavych kapalin se musi okamZizhasnout vSechny kahany, vypnout elektricky praud
zajistit &inné wtrani. Rozlita kapalina se necha vsaknout do vhiodrgbrézniho materiélu, ktery se
odklidi na bezp&é misto.

Pri zahiivani kapalin v bikach se musi zabranit utajenému varu alkespd, Ze se do liy vlozi
varny kaminek nebo trutka.

Pred zahajenim prace je nutno zkontrolovat stav vSgd$iroji a zdizeni, gipadné zavady a
nedostatky nahlasit asistentovi nebo laborantce.

Posluchaim je zasadhizakazana jakakoliv svévolnd manipulace s elekdridkstalaci, sifistrojovym
vybavenim a materidlem. Zapnutfigiroje a zapaleni plynovych kaliase d&je az po souhlasu
asistenta.

Obsluha laboratorni centrifugy musi byt pro#da jen v pitomnosti asistenta nebo laborantky.
Centrifug&ni naddobky musi byt dokonale vyvazeny, viko cemgryf i chodu bezpéng uzaveno.

Pti Uniku plynnych paliv (zemni plyn) musi byt uzem givod plynu, vypnut elektricky proud &iang
vétrano.

Zapalené kahany nelze nechatdtdoez dozoru. ProSlehne-li plamen doynusi se okam#&tuzawit
piivod plynu a kahan sigit.

Jakékoliv nehody, Urazy, poziti chemikalii apodaggno ihned nahlasit vedoucimu asistentovi.

Hrubé poruseni uvedenych pravidel, vyplyvajici kame ¢i neznalosti, ma za nasledek vykazani
posluchée z praktickych cwieni se sankci neomluvené absence.



Prvni pomoc p Fi Urazech v laborato Fi

Poleptani oka

Vnikne-li do oka kysely nebo alkalicky roztok, jeutno provést okamzity vyplach velkym
mnozstvim vody. Postizeného je nejlépe uloZit nia &d@od poragné oko mu podlozit misku nebo smotek
vaty. Pak se stdhne palcem dolrikei a ukazovakem téze ruky se zdvihne horékai Do roz&iené Strbiny
se vpousti mirnym proudem tekouci voda tak, abkatiéod vnitniho k zevnimu énimu koutku.
Postizenému jer¢ba co nejrychleji zajistit odbornou pomoc. V zZaudngipac nepouzivat neutralizai
roztok!

Poleptani €la
Je-li pokozka zasazena kyselym nebo alkalickymolazn, odstrani se gégéniny odv a pradlo a
poleptané misto se omyva dlouhodgiiudkym proudem vody. Paikladném omyti vodou je mozno pouzit
neutraliz&ni roztok a to:
a) pi poleptani kyselinou 6-10% roztok ulitanu sodného
b) pri poleptani zasadami 2% roztok kyseliny octové ngtronové.
Poleptanou i je treba pokryt sterilnim obvazem a zajistit odbornompo.

Popaleni

Je teba vSemi dostupnymi préstiky uhasit ohig zamezit gsobeni horké Skodliviny (horka voda,
para apod.) a odstranititavé a zapalné latky z bezpriestniho okoli. Z popéalené plochy se nestrhawévod
odstrani se jen Zhavégquntty. Na popalenou plochu se nic nelije, nesypé&nmise nepotird. Po ochlazeni se
postizena plocha pokryje sterilnim obvazem (vyzeplkapesnik, rénik, prostradlo) a zajisti se odborna
pomoc. U leliich popéalenin, mé-li postizeny chumize se podat po troSkach tekutina.égkiych popalenin
se Usty nic nepodava.

Oteviené poraréni

PredevSim je nutno zastavit krvaceni a zabranit cifekny. Rana se o$épodle jejiho rozsahu a
charakteru krvaceni. Drobna po&ahse omyji proudem vody a stegilpSeti. U rozsahlejSich porani se
stavi krvaceni tlakovym obvazem. Pokud neni ramgiZna chemickymi sloteninami, rdna se nevymyva.
Podle pateby se zajisti odborna pomoc.

P¥i nadychani Skodlivych latek
Postizeného je nutno dopravit éerstvy vzduch, uvolnit aty. Nedycha-li, zahji se dychani z plic
do plic.

Pri vSech Urazech jedba zajistit postizenému klid, zabranit podchlaZeafr. zabalenim do deky)
a co nejrychleji pesunout pacienta do zdravotnickéhéizeni.
Pravidla jsou zpracovana podiSN 01 8003 sihlédnutim k mistnim podminkam.



Prace s mechanickymi davkovacimi pipetami

Pro odmdtovani malych objefn kapalin se v saiasné dob v chemickych laboratich vSech
zantfeni pouzivajimechanické davkovaci pipetyasto ozn&vané jako ,automatické pipety”). Vyrgbse
pipety s fixnim objemem (jednoobjemové) nebo sanatlnym objemem (rozsah uveden na pistovém
tlacitku). Objem je na pip&tuveden v mikrolitrech. Skladaji se z vlastniho lddwate a vynénitelné
jednorazové plastové $gy. Spiky jsou vyratiny z chemicky i mechanicky odolného negiwého plastu a
to veétytech zakladnich objemovych typech — bily (0,2 -ul)QZluty (10 — 25Qul), modry (200 — 100Qul)

a velky bily (500Qul a 10 00Qul). Barva Spiky odpovida baryna pistovém tktku.

Prace s automatickou pipetou:

« Podle pozadovaného objemu pipetovaného roztokutevgipetu s danym objemem u fixni pipety, resp.
s vhodnym rozsahem objemu u nastavitelné pipetgden na tl&itku pistu pipety).

« U nastavitelné pipety nastavite poZadovany objestuganici otéenim Sroubu:

Udaj na pistu: 2120 1o 11 ] 2
Minimalni objem: yill 2| 2ul 5 15ul 0| 20u
Maximalni objem: 2ql 1 0] K | G

Udaj na pistu: 20 /200 1o 11 ] 2
Minimalni objem: 2l 2| 20ul 5( 150ul 0| 200ul
Maximalni objem: 2001 1 0] K | G

Udaj na pistu: 200 / 1000 1o 10 11
Minimalni objem: 20Qu 2| 2o0ul 5/ 550ul 0 21000ul
Maximalni objem: 1000l 1 0] | 5 | G

« Pred pipetovanim nasadite na pipetu vhodnotkspibarva odpovida batwana pistovém tkétku).

« P¥i pipetovani stléite pistové tléitko k prvni zardzce, poiibe pipetu do roztoku a pomalym
uvoliovanim pistového ttdtka nasajete roztok do ggiy. Po geneseni do fisluSné nadoby obsah
Spiky vypustite stldéenim pistového ttdtka do druhé polohy. Roztok se pipetuje na dnoohgd
piicemz Spika nesmi byt i vypousEni v roztoku poniena.

Pipetu je nutno drzet ve svislé polozeskpu dofi po celou dobu manipulace!

+ Po pipetovani odstranite 8gu stla&tenim pistového tidtka do teti polohy a odlozite ji svisle do
stojanku.

Pro pipetovani nového roztoku pouzijete vzdy no$piiku.
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DrZzeni a prace s mechanickou
davkovaci pipetou




Grafické vyhodnoceni experimentalnich dat

V analytickych metodach, v nichz jsou sledovainé fyzikalrg-chemické velliny a vztahy mezi
nimi, secasto pouziva grafické zobrazeni sledované zavislost

Tyto grafy se pouzivaji:

- k owfeni platnosti sledované zakonitosti v danych podééth
- k posouzenij@snosti zvolené metody

- jako kalibr&ni kiivka pro sériova ireni

- k numerickému vyhodnoceni hledané &iely.

Grafy se rysuji na rastrovany papir dagji s milimetrovym dlenim. Sledujeme-li fibéh spojité
funkce y = f(x), pak seezavisle proinna velicina nanasi nasu x. U této velkiny Ize zvolit a podle
vlastniho uvazeni #&mit metené intervaly (nap ¢as, vinova délka, koncentrace apodavisle pronégnna
veli¢éina se nanasSi nasu y Tuto veltinu v pribéhu méfeni odeitdme na Skéle ffstroje nebo jiného
kalibrovaného zdzeni (nap. byrety) nebo ji z nastenych hodnot vypiitame (nap absorbance, nap,
objem titr&niho roztoku, rychlost apod.).

Na kazdé ose se ozfimanaSena velina pomoci dohodnutéhogtré pouzivaného symbolu a raosn
jednotka, v niz je valina udavana. Usek na ose se #izda vhodny pdet celistvych dilk v maximalnim
rozsahu volenycli mérenych veltin. Métitka se voli tak, aby vysledny graf bylo mozno samat do
plochy giblizného ¢tverce. Je-li sledovana zavislost linearni, pakni#a vysledna fimka svirat s osou x
Uhel @iblizng 45°.

Jednotlivé experimentainnalezené body se v grafu ozh@omoci kizki nebo malych krouzk
s vyzn&enym stedem. Jimi se pak prolozi idealrfidka tak, aby ¥tSina bod leZela na ni, fipadré stejny
pocet nad ni a pod ni. Touto grafickou metodou je modp jisté miry eliminovat odchylky #pobené
subjektivnimi vlivy. Kalibr&ni kiivku je mozno rysovat jen v oblastiékenych hodnot, tzn. Zefikka z&ina
prvni a ko posledni zrsfenou hodnotou a nema byt prodluzovana do oblastiaknebyla experimentain
prowiena. K grafu se obvyklefipojuji i zadkladni Udaje o podminkachérani a datum, fpadré i jméno
pracovnika.

Nékdy je vhodné sledovat finéh funkce v jeji prvni derivaci, kterou ziskame tametodou
piirastki hodnot. V &chto pipadech se na osu y nanaSeji hodnatyofKi-Xo , Yo-Y1i/Xo-X1, Ya-YolXa-Xa, ...
proti hodnotam x X, X3, ... na ose x. Jindy je vhodn& metoda logaritmigkidniz se nanasi jedna nebogob
veli¢iny v logaritmické stupnici. Pro tytocaly se vyrabji rastrované semilogaritmické nebo logaritmické
papiry. Derivéni a logaritmické kivky se pouzivaji u sloai{Sich zavislosti, jejichz jibéh se touto Gpravou
linearizuje.

Pelivému sestrojeni grafu jereba ¥novat stejnou pozornost jako vlastnimu experimemR¥i.
nedbalém provedeni mohou byt vSechiigdehozi vysledky experimentu znehodnoceny. Na dstize
nepesnosti v praci se odrazi velkym rozptylem b&dlem idedlni kivky. V takovych gipadech je nezbytné
odhalit zdroj chyb a pokus zopakovat.

Kalibra éni kfivka pro fotometrické stanoveniiont G cu?®
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1. dloha:
VySet Feni Zalude €éni sekrece

Zaludeni ¥ava je produktem bwk Zaludeni sliznice. Je to bezbarva tekutinaigygsi hlenu,
charakteristického zapachu, Zna kyseld (pH okolo 2). Kyselost #ipobuje pitomnost HCI, ktera je
v zaludéni ¥aw jednak volna, jednak vazana na hlen. HCI vznik&rycich (aritalnich) buikach
Zaludeni sliznice.

Z oxidu uhlgitého a vody se dinkem enzymu karboanhydrazy tvdyselina uhkita, kterd ihned
disociuje na ionty Ha HCQ'". Vodikové ionty jsou aktivhtransportovany do lumen zaludku v§mou za
ionty Na'. Hydrogenuhblitany se vraceji do plasmy a zanplasmy putuji do krycich bk a dal do lumen
ionty CI. Sekrece HCI jeffrozere stimulovana hormonem gastrinem, dale kofeinemgtadlem, nikotinem
i nervovymi vlivy.

Uloha HCI @i traven:

1. denaturuje bilkoviny
2. rozpousti ve vagnerozpustné soli (zejména soli'GaFéd")
3. casténe se podili na sterilizaci potravy.

Pentagastrinovy test

Po dvanactihodinovémdaéni se nazogastrickou sondoucetpa veskery obsah zaludku, ktery se
nehodnoti. Pak se kontinudllndsava Zaludmi sekret po dobu 60 minut a ziskd se Zalodsekret za
klidovych podminek (tzvbazalni sekrece Potom se podkoZrinjikuje pentagastrin v davcep@/kg €lesné
hmotnosti. Pentagastrin je déla pripraveny pentapeptid, N-konedim@zeného hormonu gastrinu (17-ti
¢lenny peptid). Ot se odebereétytikrat po 15-ti minutach Zaludei sekret a vyhodnoti se tzstimulovana
sekrece U vSech vzork se zndii objem, titr&né se zjisti koncentrace HCI a vyita se latkové mnozstvi
kyseliny chlorovodikové vyprodukované za hodinu.

Provedeni:

 Pomoci odmrného valce zwiiite objem sekretu. Postupujete didla 1 pocislo 5,
odmerny valec mezi jednotlivymi gfenimi nevymyvate.

* Provedete standardizaci tiérdho roztoku NaOH: Odpipetujete 5 ml standardniho
roztoku kyseliny gavelové (c = 50 mmol/l),fjdate 3 kapky indikatoru (fenolftalein) a
ztitrujete do swtle rizového zbarveni. Titraci provedete dvakrat atangrné spateby
vypccitate koncentraci titkaiho roztoku.

C, = CalVy [mmol/l]

tov o,
* Do titratni baiky odpipetujete 5 ml vzorku sekretu Adate:
a) 2 kapkyp-dimethylaminoazobenzenu
b) 2 kapky fenolftaleinu

e Je-li pitomna volna HCI, zbarvi se roztok nacatku titrace cerverg. Titrujete
standardizovanym roztokem NaOH do prvni barevné&ngntervena / zlutd) a zapiSete
spoftebu olnd HCI). Pak pokraujete v titraci dal az do dalSi barevnéémom (zluta /
"lososova"). Vysledna spi@ba odpovidéelkove acidit.

Chc = “ S;p [mmol/]

* Vypocitate latkové mnozstvi (mmol) vyprodukované volreelikové HCI za 1 hodinu
u basalni sekrece (vzorek 1), resp. za 15 mintimubvané sekrece (vzorky 2 az 5).

Ny = Cho LV [mmol/h,resp.mmol/lSmin]

sekret



Sestrojite graf zavislosti latkového mnozstvi vyjukované volné a celkové HCI na
¢ase za bazalnich (v mmol/15 min) a stimulovanyadinpioek.
Do grafu nanesete:

osax: ¢as (min.)

osay: latkové mnozstvi (mmol) vyprodukované HCI
Kiivku pro volnou HCI a celkovou aciditu narysujtiznymi barvami. Funkce neni
Spojita, proto se spojuje lomendarou bod po bodu.

Vypocitate vydej HCI ¢utpud:

a) Bazalni vydej HCI (basal acid outpyt- BAO
je latkowe mnozstvi vyprodukované celkové HCI za klidovych dponek
pied stimulaci (mmol/h)

b) Maximalni vydej HCI (maximal acid outpyt- MAO
je souet latkovych mnoZzstvi celkové HCI po stimulaci

MAO = ny+ g+ ny + ns (mmol/h)
c) Vrcholovy vydej HCI (peak acid outpyt- PAO

je soket dvou nejvysSich hodnot vynasobenyrda
PAO = 2 X(Nmax1+ Nmax2 (Mmaol/h)

Zhotovite sloupcovy diagram hodnot BAO, MAO a PAQ@@téhoz grafu zakreslite
rozsah normalnich hodnot.

Normalni hodnoty: pH 19-25

objem sekretu 2-3124h
volna HCI 20 - 40 mmol/l
celkova acidita 40 - 60 mmol/l
BAO 1 -5 mmol/h
MAO 10 - 30 mmol/h
PAO 10 - 40 mmol/h
BAO/PAO mensi nez 0,2

Vyhodnoceni nélezu:
V praxi se hodnoti néastji vydeje BAO a PAO a jejich poén BAO/PAO. Po
stimulaci pentagastrinem musi byt vrcholovy vydejnméreé 5x tSi nez bazalni.

Hodnoceni nélezu:
Hyperchlorhydrie
byva nefastji u viedové choroby duodena (PAO > 40 mmol/h), nejvy&inbty se vSak
nachazeji u pacieints nddorovym onemoé&nim burgk produkujicich gastring@strinom), u nichz byva
i basalni sekrece velmi vysoka (tvovice nez 60% sekrece vrcholové).
Hypochlorhydrie
byva u zagti Zaludéni sliznice (PAO < 10 mmol/h).
Achlorhydrie
je zavazny stav, povazovany za prekarceréztuzeMse projevit i u perniciosni (zhoubné)
anemie (PAO<< 10 mmol/h., pH okolo 6). Volnd HCI chybidasto se neobjevi ani po stimulaci
pentagastrinem.

Pouzité roztoky:

1. Standardni roztok (COOH)c = 50 mmol/l)

2. Titraéni roztok NaOH (c = 0,1 mol/l)

3. Fenolftalein (0,1% roztok v 50% ethanolu)

4. p-dimethylaminoazobenzen (0,1% roztok v 90% ethgnolu
5. Vzorky zaludéniho sekretu (imitace)

10



2. Uloha:
VySet Feni mozkomiSniho moku

MozkomisSni mok ljquor cerebrospinalis cerebrospinal fluid - CSF) sadi mezi transcelularni
tekutiny. Obsahuje stejné slozky jako plasma, avsakdliSnych koncentracich. V likvoru je nizsi
koncentrace protein ionti Na', K*, C&*, anorganickych fosfata hydrogenuhtitani, naopak vyssi je
koncentrace Mg a chloridi. Likvor je ve srovnani s plasmou hypoonkotickygabuje 200x ménprotein),
ale izoosmolalni (diky vySSi hladirchloridi).

Pro vySeteni se likvor odebira nigsgji lumbalni punkci a pak se ihned doda do labdeateétSina
vySeteni se musi provést do 1 hodiny po é&db jinak hrozi rozpad béinych elemenit, faleSné snizeni
hladiny glukosy a zvySeni laktatu.

Za normalnich okolnosti je mozkomisni mité, bezbarva tekutina. U hnisavych &tiine wtSinou
zbarven zlut az Zlutozele®, v pritomnosti bilirubinu kanarkay Zlutt. Piimés krve se projevitZzovou az
¢ervenou barvou, methemoglobin se projevi okrovymhasdlym zbarvenim. Zakal je obvykle igmben
zmnoZzenim leukocyt masivni zakal byva u bakterialni meningitidy.

Nejcastji se vySetuje hladina celkové bilkoviny p¢oteinorhachi¢, glukosy @lykorhachig,
chloridi a laktatu. Udchto slozek rovéZ dochazi k negtSim znénam za patologickych stav

Normalni hodnoty (u dosglych):

Plasma Likvor
Bilkoviny 62 - 82 g/l 0,15- 0,40 g/l
Glukosa 3,6 - 6,1 mmol/l 2,5 - 3,9 mmoll/l
Chloridy 97 - 108 mmol/I 120 - 132 mmol/l
Laktat 0,63 - 2,44 mmol/| 1,2 -2,1 mmol/l

l. VySetFeni bilkovin
Orienta&ni zkousSky jsou zaloZzeny na zakalovych reakcickesmpéd stanoveni se provfd

spektrofotometricky, nefelometricky aiie se provést ro¢d elektroforeticka frakcionace nebo dalSi
specialni vySéeni.

Orientaéni zakalové zkousky:

* Pandyho reakce
Na hodinové skiko napipetujete 1 ml roztoku 10% fenolu a na okidfapnete
zkoumany vzorek likvoru. Padch minutdch hodnotite z&kal stupnici v arbitrdrnic
jednotkach 0, 1, 2, 3, 4.
Normalni nalez:0 arb.|.

* Nonne-Appeltova reakce
Do zkumavky odpipetujete 0,5 ml vzorku likvoru & Onl nasyceného roztoku
(NH4).SO,. (Pozor! Odeberte jetiry roztok nad nerozpudtymi krystaly.) Smis se
dohie protepe a porech minutach se hodnoti zakal stupnici 0, 1, 2,&p.].
Normalni nalez:0 arb..

* Weichbrodtova reakce
V malé aglutinani zkumavce smichate 0,7 ml likvoru a 0,3 ml 0,184atoku
sublimatu (HgCG)) (Pozor, JED! Pipetovat pomoci automatické pistpigety!).
Protepete a parech minutach zhodnotite zakal stupnici 0, 1, 2, &b.].
Normalni nalez:0 arb.|.
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Fotometrické stanoveni bilkovin(BIO-LA-test - TP)

Peptidy a bilkoviny davaji s &natymi ionty v alkalickém progdi modry komplex, ktery je
vhodny pro fotometrické stanoveni.éil se absorbance vzorku a standardu proti poroviidatsiepému)
pokusu i 530 nm.

Provedeni:
» Pripravite siti suché (1) zkumavky, do nichz odpipetujete:

1 2 3

Vzorek Standard Porovnavaci roztpk

Likvor (ml) 0,2 - -
Standard (ml) - 0,2 -
Destilované voda (ml) - - 0,2
Cinidlo (ml) 2,5 2,5 2,5

* Nechate 30 minut stat, pak 2ffte absorbanci vzorku (Aa standardniho roztoku {A
proti porovnavacimu roztokuigip30 nm.

Fotometrické nireni:

* Budete pracovat s fotometrem Spekol ltistPoj se uvede do chodu stisknutiméilea hlavniho
vypinaie a stiskem tkdtka ,E“. Mikrometrickym Sroubem nastavite vinovadélku 530 nm a
zkontrolujete pepnuti fotodetektoru na modrou oblast.

e Jednu kyvetu naplnite porovnavacim roztokem, druloatokem vzorku. Roztok nesmi sahat az &pln
po okraj kyvety! Kyvety se vkladaji do drzaku suckésuseni pouzijete kousky buié vaty.

e Zaradite porovnavaci roztok , stisknetgtlko ,R" a vyckate, az se na ukazateli objevi hodnota 0,000.

Pak z#adite kyvetu se vzorkem a adete absorbanci (A Stejnym zjisobem znrétite absorbanci
standardu (4).

» Koncentraci vzorku vypstate podle vztahu:

A

A

c,=—=[¢ /l
A s [o/1]

* Vyhodnoceni nalezu
Normalni hodnoty:0,15 - 0,40 g/l (stoupaji skem)

Hodnoceni nélezu:
ZvySené hodnoty se nachazeji u poruch hematoeraefabariéry blood-brain barrier-BBB), pri
poskozeni butk CNS, ale zejména u zéttivych onemocani.

[I. Semikvantitativni stanoveni glukosy

VySeteni je zaloZeno na schopnosti glukosy redukovaiariia v alkalickém proedi ionty CG*
nacéervenohidy Cuy,0.

Heinesova zkousSka
Heinesovo ¢inidlo je obdobou Fehlingovainidla, které se pouziva kukazu aldehyd a
redukujicich cukt. Cinidlo obsahuje roztok CuSOKOH a glycerol (na rozdil od Fehlingovmidla, kde je

vinan sodno-draselny). Nenfilis stalé (pipravuje se kazdy deterstvé), a proto se také provadi kontrola

pomoci porovnavaciho (slepého) vzorkuémi je likvor nahrazen vodou.
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» Pripravite si d¢ zkumavky, do nichZ odpipetujete:

1 2
Likvor Porovnavaci vzorek
Heinesovainidlo (ml) 1,0 1,0
Kratoevarit, pak gidat
Vzorek likvoru (ml) 1,0 -
Destilované voda (ml) - 1,0
2nmity povdit
* Vyhodnoceni nalezu: (Zbarveni u porovnavaciho waonkisi zistat modreé.)
barva koncentrace nélez
cervenoZluta cca 3,5 mmol/l normalni
fialova cca 2,0 mmol/l sniZzen& hladina
modra pod 1,0 mmol/l velmi nizka hladina

Normalni hodnota:2,5 - 3,9 mmol/l

Hodnoceni nalezu:

Hladina glukosy v likvoru zavisi na jeji hladin krvi (glykemii) a za normalnich okolnosti ¥@si
60% sérové hodnoty. K snizeni hladiny dochazi hWaunzartlivych onemocsni, u bakterialni
meningitidy se miZe objevit i hodnota nulova.

1. Stanoveni chlorid U merkurimetrickou titraci

Hladina chloridi v mozkomiSnim moku je norm&lvySSi nez v plas#é u patologickych stavse
snizuje. Stanovuje se tithag, fotomericky nebo iontavselektivni elektrodou.

Merkurimetrie sefadi ke komplexnim titracim. Vzorek je v tomtéigads ligandem, ktery tvid
s centralnim atomem tittaiho roztoku rozpustny, ale nedisociovany kompldgCl,]. Titruje se roztokem
Hg(NGy), paralel se standardem. Indikatorem je roztok dinitrofeaytiazonu v chloridu utditém, konec

titrace indikuje swtle fialové zbarveni.

Provedeni:
» (Ocislujete siti titracni baiky a napipetujete:

1 2 3

Likvor Standard Porovnavaci roztpk

Likvor (ml) 0,2 - -
Standard (ml) - 0,2 -
Destilovana voda (ml) 2,0 2,0 2,2
Indikator (ml) 0,3 0,3 0,3
20% HNG - - 1 kapka

* Do titracni baiky vlozite michadlo, postavite na elektromagnetickoich&ku a za
stadlého michani velmi pomalu titrujete roztokem IHIQ§).. Na konci titrace se objevi

fialové zbarveni.
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Z nalezenych spt#b pro vzorek (sp, standard (s a porovnavaci roztok (gpa
z koncentrace standardyjwypaocitate koncentraci chloridv likvoru:

=SB 7Shy

o = o —op [mmol/]

c

Vyhodnoceni nalezu
Normalni hodnoty:120 - 132 mmol /|

Hodnoceni nélezu:
SniZzené hodnoty se nachazdjiyyrazrsjsi poruSe BBB fitomné u iznych typi meningitid.

Pouzité roztoky:

1.
2.

3.
4.

= O 0 ~NO

Fenol (10% roztok)
(NH,),S0O, (nasyceny roztok): 85 g (NJ3SO, se i 90°C rozpusti ve 100 ml vody. Necha s&kalik dni
stat i laboratorni teplat
HgCh (0,1% roztok) Pozor, JED!
BIO-LA-test (celkova bilkovina)
Cinidlo obsahuije: CuSQ 5 H0 (36 mmol/l, tj. 9 g/l)
vinan sodno draselny (95 mmol/l, tj. 20 g/l)
NaOH (1,8 mol/l, tj. 72 g/l)
K1 (90 mmol/l, tj. 15 g/l)

. Heinesovacinidlo (2 g CuSQ.5 HO se rozpusti v 15 ml vody,figd se 15 ml glycerolu a 150 ml

5% roztoku KOH. Bechovava se v tmavé lahviifravuje se kazdy deferstvé.)

. Titratni roztok Hg(NQ), (5 mmol/l)

. Standardni roztok NaCl (100 mmol/l)
. Indikator (dinitrofenylkarbazon v CgJI
. HNG; (20% roztok)

0. Vzorek likvoru (imitace)
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3. Uloha:

Analyza mo €ovych konkrement U

Posuzovani mmvych konkremerit se provadi v medicénuz dlouho, ale teprve moderni analytické
metody ginesly do této problematiky exaktnost. V gasné dob mnohé firmy zabyvajici se vyrobou
¢istych chemikdlii ginaSeji na trh soupravy s veSkerym vybavenim kelittiani i semikvantitativni
analyze.

Mocové konkrementy i@dstavuji hragini pripady biomineralizace. Jsou vysledkem metabolickych
proces, pri nichZz organismus produkuje pevné latky, kteréijsebo se chovaji jako krystaly anorganického
puvodu. \EtSina konkremeiit (asi 78%) je tviena anorganickymi sléaninami. Nejasgji se nachazi
vapnik a to jakot&velan vapenaty (COgJa . HO (whewellit)nebo (COOXa . 2 HO (weddellit) Tyto
minerdly, které jsou vifrock velmi vzacné, tvid asi 60% vSech ndovych konkremerit Déale se nize
vapnik vyskytovat jako hydrogenfosféran CaHPQ@ . 2 H,O (brushi) nebo dihydroxid-fosforman
Ca,o(OH)»(POy)s (hydroxyapatit) Z organickych sloienin se nejasgji vyskytuje kyselina méova a jeji
amonnd 8l, vzacrji cystin a xanthin. V alkalické n# se mize vytv&et konkrement z fosfot@anu
hore¢nato-amonného NfgPQ, . 6 HO (struvit).

Pracovni postup:
Pracovat budete se soupravou Merckognost (MERCHrrsteinanalyse).

Priprava vzorku:

* Mocovy kamen se rozdrti na jemny praseklo2enou odmirkou se odebere alikvotni
¢ast a rozpusti v malém mnozstvi (5 kapek) konceatré HSO,. Po Uplném
rozpuséni se roztok kvantitativh prelije do gilozené odmirné nadobky a doplni
vodou na 50 ml. Po promichani se ziska zakladrnokoz rehoz se odebiraji vzorky
pro jednotlivé zkouSky. VSechny reakce se prejiadpiiloZzenych nadobkéch, které se
pIni po zn&ku (5 ml). Zbarveni roztoku se pozoruje pohledewrah
K analyze dostanete jiZzipraveny z&kladni roztok, ktery vysie.

1. Stanoveni vapniku
Semikvantitativni stanoveni vapniku se provadi atoshetrickou metodou upravenou pro tuto
analyzu.

e ZkuSebni nadobku naplnite vzorkem po rysku (5 ptljiate 2 kapky roztoku NaOH a
1 odnerku (Spachtle) indikatoru — kys. kalkonkarboxylo@obarvivo podobného
sloZeni jako eriochromow&m T, kterou jste pouZzivali v chelatometrii).

* Po rozpudni se v pitomnosti vapniku vyving&erveni zbarveni komplexu vapniku
s indikatorem [Ca - IND].

* Po kapkach fidavate roztok chelatonkdpky poéitejte!), az se roztok prévzbarvi
modie. Veskery vapnikiejde do bezbarvého komplexu s chelatonem [Gaobjevi
se pivodni zbarveni indikatoru. 8em zkouSky nadobkou stale fisate, aby se g%
promichavala.

* Z paitu kapek vypeitate giblizny obsah vapniku (v %):
%Ca = (pcet kapek) x 5

2. StanoveniZavelani

K dikazu a semikvantitativnimu stanovenfiéenai se vyuzije tvorbyéervené komplexni soli
iontil F€"* s kyselinou sulfosalicylovou a skdtesti, Ze tento komplex je m&pevny ne? tavelan Zelezity,
ktery je bezbarvy. V fitomnosti $avelanu se intenzita zbarvetgérveného komplexu zeslabi, nébtast
iontil F€** piejde z barevného komplexu do bezbarvé soli.
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» Ke vzorku ve zkuSebni nadobce (5 miidate 2 kapky boritanového pufru (pH = 10),
3 kapky roztoku kyseliny sulfosalicylové a 3 kapkytoku Fed.

* Nechate 2 minuty stat.

» Porovnate zbarveni gifpZenou barevnou Skélou@xalat’) a odetete iblizny obsah
Stavelar v %.

» Toto ¢islo nastavite naffpoZzeném pravitku na stupnicOxalat' a na spodni (modré)
Skéle odetete obsaht&velanu vdpenatého. S@sreé porovnate (stupniceGalciunt)
% Ca. Pokud se odena hodnota shoduje s vaSitegchozim mrenim, je pitomen
pouze gavelan vapenaty. Pokud bylo nalezeno vapniku \dak,je gitomen roviz
fosfore&nan véapenaty. Vypotate rozdil mezi celkovym vapnikem a vapnikem
vazanym ve tavelanu, totaislo nastavite na stupnicCalciunmt a na modré stupnici
»Apatit' odectete % pitomného hydroxyapatitu /GEOH)(POy)e/.

Nap'.: Bylo nalezeno:  34% vapniku
30% $avelanu

Z pravitka bylo od&eno: 50% gavelanu vapenateho (stupnidéajciumoxalat),
coz odpovida 14% vapniku (stupnig@gjciunt). Rozdil v obsahu vapniku je: 34 — 14
= 20%. Totocislo se nastavi na stupnicCalciunt a dole na modré stupnicApatit’
se odéte obsah fosfomanu vapenatého ve foérhydroxyapatitu (50%).

Mocovy kamen obsahuje asi 50%aselanu a asi 50% fosfdmeanu vapenatéeho ve
form¢ hydroxyapatitu.. (Whewellit a weddelit s& ppmto stanoveni nerozliduji, je to
klinicky bezvyznamné. Rowiz piitomnost karbonatapatitu ECO3)PO, a brushitu
CaHPQ . 2 HO se nezohletlje.)

3. Stanoveni iont amonnych
Semikvantitativni stanoveni je zaloZzeno na znanakaies Nesslerovyndinidlem (jodortwnatan
rtutnaty Hg[Hgl]), které je specifickynginidlem pro ionty NH*. Reaguji i velmi eckné roztoky. B
malych koncentracich se objevi Zluté aZz oranzowarvami, pi velkych koncentracich vznika az dda
srazenina.
» Do zkuSebni nddobky date 5 ml vzorkiidate 3 kapky Nesslerovanidla a 3 kapky
roztoku NaOH. Jsou-lifftomny ionty NH", vyvine se Zluté zbarveni, které porovnate
s piloZzenou barevnou SkalouAmmoniurt) a odetete obsah v %.

4. Stanoveni fosfordnanii
Pri tomto stanoveni se vyuziva reakce fosfaeaii s molybdenany. Vzniklé fosfomolybdenany Ize

porerné snadno zredukovat na tamolybdenovou mdiv niz se pedpoklada M.

« K 5ml vzorku ve zkuSebni nadobcefidate postupti 5 kapek roztoku
heptamolybdenanu amonného /(N#Wo0;0,4.4 HO/ a pak 5 kapek redukiho
¢inidla.

* Nechate 5 minut stat. Jsou-liifmmny fosforénany, vyvine se modré zbarveni, jehoz
intenzitu porovnate s referém Skalou (Phosphdt).

5. Stanoveni h&iku
Hoi¢ik dava v pufrovaném prdasdi (pH = 10,24) ginidlem (xylidylova mod) ¢erverg zbarveny
komplex.

* Do zkuSebni nadobky odpipetujeteml vzorku a doplnite po zri&u vodou. Ridate
10 kapek boritanového pufru a 10 kap#&hkidla. V piitomnosti héciku se vyvine
cervené zbarveni. Jeho intenzitu porovnate se Sk§lMagnesiurt) a odetete
priblizny obsah hitiku (%).
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Obsah h#&iku (%) nastavite na pravitku na SkdMagnesiurfia na stupnici Struvit'
odeitete % obsah NHMgPO,.6 HO. Souwasre na stupnici  Ammoniurh
zkontrolujete obsah soli amonnych. Souhlasi-li ¢teteé ¢islo s vasim nalezem
(Gloha 3), jsou fitomny ionty NH," pouze ve fosformanu, bylo-li jich nalezeno vice,
je péitomen i urat amonny. Vygta se rozdil, nastavi na stupniéimmoniurtia dole
na modré stupniciAimmoniumurdtse odéte % obsah uratu amonného.
Nap.: Bylo nalezeno: 7% Hhoiku

8% ionti amonnych
Ze stupnice $truvit' bylo odeteno 70% NHMgPO,.6 HO a ze stupnice
»2Ammoniurt 5% NH;". Rozdil¢ini: 8 - 5 = 3% NH'. Na stupnici Ammoniumurat
se odéte 30% uratu amonného.
Mocovy konkrement obsahuje asi 70% MNHPO,.6 HO a asi 30% uratu
amonného.

6. Stanoveni kyseliny néové

Stanoveni je zaloZzeno na stejném principu jako sfofeénani s tim rozdilem, Ze reddkim

¢inidlem je samotnd kyselina mva nebo uraty. Hodnoti se intenzita zbarveni nudyiové mot.

Ke vzorku ve zkuSebni nadobce (5 ml) sé&dgi 3 kapky roztoku kyseliny
fosfomolybdenové, sés se promichd a nechd 2 minuty stat. Paki&gkjp 2 kapky
boritanového pufru (pH = 10) a ihned (nejpgedlo 10 sekund) se hodnoti na Skéale
»Harnsauré modré zbarveni. Jeho intenzitacgsem zmenSuje.
Pokud nebyly prokazany ionty amonné, je tato haalrfinitivni. Jsou-li fitomny
ionty NH,", pak porovnate na pravitkusiitka ,Ammoniurtia ,Harnsauré. Souhlasi-
li oba Udaje, pak jefftomen jen urat amonny, je-li nalezend hodnota lkygenocové
vySSi, pak se zbyvajici volna kyselinadowea vypaita z rozdilu.
Nap'.: Bylo nalezeno:  3,5% iofitamonnych (v uratu)

60% kyseliny moové
Odeteno 33% kyseliny mmvé (na stupnici Harnsauré), tj. spoteba na tvorbu
uratu. Rozdil: 60 - 33 = 27% volné kyseliny fowé
Mocovy kamen obsahuje celkem 60% kyseliny¢oe, z toho je 27% volné kyseliny,
33% je vazano v uratu amonném.

7. Stanoveni cystinu
Cystin se dicitanem sodnym zredukuje na cystein, ktery dava kalekém prostedi s nitroprusidem
sodnym (Ng[Fe(CN)NO]) ¢ervené zbarveni.

Do zkuSebni nadobky date 5 ml vzorkdidate 10 kapek 10% roztoku amoniaku a
1 plnou davkovaci IZku skicitanu sodného. Michate az do Uplného rozmist
Vyckate 1 minutu, idate 1¢ernou davkovaci lZku nitroprusidu a znovu michéate do
rozpuséni. Je-li gitomen cystin, vyvine séervené zbarveni. Hodnoti se za 30 sekund
srovnanim s barevnou SkéloGystiri'.
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Pouzité roztoky acinidla:

Stanoveni vapniku:

1. NaOH (27% roztok)

2. Indikator (pevna sés 4,2 g NaSQ, . 10 HO, 70 mg MgCla 7 mg kyseliny kalkonkarboxylové /kys. 2-
hydroxy-1-1-(2'-hydroxy-4-sulfo-1-naftylazo)-3-naftva/)

3. Chelaton 3 (c = 12 mmol/l)

Stanoveni $avelani:

1. Boritanovy pufr (pH = 10, ¢ = 3,1 mol/l)
76,28 g NaB,O; . 10 HO a 6 g NaOH rozpustit na 100 ml roztoku

2. FeC}f(c = 18 mmoll/l)

3. Kyselina sulfosalicylova (c = 0,08 mol/l) + OgenG (¢ =0,365 mmol/l)

Stanoveni ionfi amonnych:

1. Nesslerovainidlo (45,5 g Hg a 34,9 g Kl se rozpusti ve 100 ml vody. V jiné ni&dse rozpusti 112 g
KOH v 500 ml vody. Oba roztoky se smichaji a dopimlou na 1 000 mKinidlo se necha 2 az 3 dny
stat, pak se Zfiltruje.@chovava seip4°C.)

2. NaOH (27% roztok)

Stanoveni fosforénani:

1. (NH,4)sM070,4 . 4 HO (c = 0,04 mol/l v 8% kBOy)

2. Redukni roztok:
kyselina citronova (10 mmol), N&0Os (50 mmol), 4-(methylamino)-fenylsulfat (5,5 mmoQrange G
(33 mmol) ve 100 ml roztoku

Stanoveni haéiku:
1. Boritanovy pufr (pH = 10,24, ¢ = 0,145 mol/l)

5,33 g NaB40O; . 10 HO a 60 mg NaOH rozpustit na 100 ml roztoku
2. Cinidlo /xylidylova mod pro dikaz Md*/ (c = 2 mmol/l)

Stanoveni kyseliny méové:
1. Boritanovy pufr (pH = 10, c=3,1 mol/l) - viz saveni $avelari
2. Kyselina fosfomolybdenova (c =0,09 mol/l)

Stanoveni cystinu:

1. Amoniak (10% roztok)

2. Redukni ¢inidlo (pevna srés 8,8 g NaS0Os;a 41,0 g NacCl)

3. Nitroprusid sodny (pevna $810,4 g NgdFe(CNXNO] a 51,0 g NaCl)

Vzorek mo¢ového konkrementu(v roztoku) - imitace
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Stanoveni iont G v séru

Zivot organismu je zavisly na prestli obsahujicim vodu a mineraly. Praiky je charakteristické,
Ze obsah elektrolyt uvnitt burek se podstathliSi od prostedi, které je obklopuje. Tato nerovnovaha je
udrZzovana iontovymi pumpami.

Hospodaeni s elektrolyty a vodou je propojeno rozmanityatahy: pohyb ioni je éasto
doprovazen pohyby vody, ztrata vody je spojenarseau soli apod. Proto jéeba oba problémy posuzovat
spole&né. Na regulaci hospodeni s vodou a minerdly se podilejedevSim ledviny.

Rozhodujici vyznam mé hospddai s chloridem sodnym. Skdteéd denni spdéba je mensSi nez
1 g/den, takzeifjmova a vydejova bilance je prakticky vyrovnanglitovani probiha fevazi ledvinami
(pokud nedochazi k mint@dnym ztratam ip nadnérném poceni, giimovém onemoai apod.). Poruchy
jsou spojeny se zvySenou nebo naopak neddstaie funkci endokrinnich Zlaz (neurohypofysairak
nadledvin), souvisi s poruchami hospi®id s vodou a mohou nastafi pretizeni regulénich mechanisin

Pro stanoveni ioft sodnych v séru se pouzivaji optické metody (plamménfotometrie nebo
atomova absokmi spektrometrie). Qbtyto metody jsou natmé jak na fistrojové vybaveni, tak na jejich
obsluhu a nelze je do praktickych &sni zaadit. Stanovenchloridi Ize provést titrané (merkurimetrie),
fotometricky nebo s pouzitim iontdvselektivni elektrody. Z dalSich iadntylo do praktického céeni
zaazeno stanoveniapniku a to spektrofotometricky a titta¢ (chelatometrie). Se stanovenim vSechiiont
(tzv. iontogramu) budou studenti seznameni gpzdprabéhu cviceni z klinické biochemie.

4. Uloha:

Stanoveni chlorid G v séru merkurimetrickou titraci

Merkurimetriifadime ke komplexnim titracim. Vzorek (jako ligameb)ii s titratnim roztokem (jako
centrélni iont) rozpustny, ale nedisociovany kompidecného slozeni [HgK Jako odmirné ¢inidlo se
pouziva roztok Hg(NE),, indikatorem je roztok difenylkarbazonu v chloridinli¢citém. Konec titrace
indikuje swtle fialové zbarveni. ® titraci je teba zajistit intenzivni michani, aby doSlo k romaty
indikatoru na drobné kapénky a tim s¢tgila styina plocha mezi indikatorem a titradm roztokem.

Provedeni:

» Pripravite si ti titracni baiky, do nichZ odpipetujete jednotlivé roztoky viadi a
mnoZstvi uvedeném v tabulce. N&egnosti velmi zalezi, ve vSechiigadech proto
pouzijte mechanické davkovaci pipety (automatidpéty).

1 2 3
Vzorek Standard Porovnavaci rozfok
Sérum (ml) 0,2 - -
Standardni roztok (ml) - 0,2 -
Destilovana voda (ml) 2,0 2,0 2,2
Indikator (ml) 0,3 0,3 0,3
HNO;3 - - 1 kapka

* Do titratni baiky se vlozi michaciétisko, roztok se na michee promicha a pak za
stdléeho michani titruje roztokem Hg(MN@ do swtle fialového zbarveni. Od
nalezenych spttb pro vzorek (sp a standard (gp se odéte spoteba pro
porovnavaci (slepy) pokus (gpKoncentrace chloridv séru se vypiita podle vztahu:

_SP, —SPy
c. =————[¢, [mmol/,
Cl Spst _ Spo st [ ]
kde G je koncentrace standardniho roztoku v mmol/I.

20



Pouzité roztoky acinidla:
1. Titradni roztok Hg(NQ), (c =5 mmoll/l)

2. Indikator (smds difenylkarbazonu a N8O, rozpuséna v CC} a ethanolu)
3. Standardni roztok NaCl (c = 100 mmol/l)

4. Kyselina dugina (20% roztok)
5. Vzorky séra

5. tloha:

Spektrofotometrické stanoveni chlorid G v séru (BIO-LA-test)

Provedeni:

Cinidlo obsahuje Hg(SCN)a Fe(NQ)s. Chloridové anionty reaguji s Hg(SGNJa vzniku bezbarvého
nedisociovaného komplexu [Hgfla uvolrgné ionty SCN poskytuji s ionty F& &erveny komplex
vhodny ke spektrofotometrickému stanoveni.

Hg(SCN) + 2Cl - [HgCh] + 2SCN 3SCN + Fé& - Fe(SCN)

» Pripravite si fi zkumavky a podle tabulky do nich & ¢ odpipetujete uvedené
roztoky.

1 2 3
Vzorek Standard Porovnavaci rozfok
Sérum (ml) 0,020 - -
Standardni roztok (ml) - 0,020 -
Destilovana voda (ml) - - 0,020
Cinidlo (ml) 3,000 3,000 3,000
Promicha seodlp minutach se &ii absorbance

* Zmefite absorbanci vzorku (A a standardniho roztoku {Q proti porovnavacimu
roztoku i 450 nm.

Fotometrické mseni:

» Pouzijete fotometr Spekol 11fiBtroj se uvede do chodu stisknutin€ilea hlavniho vyping a stiskem
tlacitka , E “. Mikrometrickym Sroubem nastavite vinavalélku 450 nm a zkontrolujetergpnuti
fotodetektoru na modrou oblast.

e Jednu kyvetu naplnite porovnavacim roztokem, druloatokem vzorku. Roztok nesmi sahat az &pln
po okraj kyvety! Kyvety se vkladaji do drzaku suckésuseni pouzijete kousky buié vaty.

« Zaradite porovnavaci roztok, stisknetec¢itho ,R*“ a vyckate, az se na ukazateli objevi hodnota
» 0,000 ,. Pak z&adite kyvetu se vzorkem a atiete absorbanci (Av). Stejnym {gobem znsiite
absorbanci standardu (Ast).

» Koncentraci chlorid v séru vypeitate podle uvedeného vztahu a porovnate s normalni
hodnotou.

C, = 2“ [, [mmol/],
st

kde G je koncentrace standardu v mmol/I.

Normalni hodnoty:97 - 108 mmol/l

Pouzité roztoky acinidla:
1. BIO-LA-test LACHEMA — Chloridy fotometricky T
2. Vzorky séra

21



6. tloha:

Stanoveni vapniku v séru chelatometrickou titraci

Vapnik se nachazi v séru v koncentraci 2,1 az Z6olfy z toho asi polovina je difuzibilni
ionizovany véapnik (C&#), zbytek je vazan na sérovy albumin (nedifuzibiipnik) a v #iznych solich
(difuzibilni ionizovatelny vapnik). Velikost ionizaného podilu zavisi na pHiinizeni pH (acidosa) se
zvySuje stupg ionizace, naopakipzvyseni pH (alkalosa) se ionizace potig. Hodnotu nedifuzibilniho
vapniku ovliviuje hladina plasmatickych bilkovin. fiPvelkych ztratdch protein (nag. pii poruse
glomerularni fitrace) klesa i hladina celkového widp. Ke zvySeni naopak dochazi u myelomu (zhoubné
nadorové bujeni plasmatickych lilirkostni derg) a také pi predavkovani vitaminem D.

Pro stanoveni celkového vapniku Ize vyuzikalika metod.Casto se provadi spektrofotomerické
stanoveni, které je vzhledem ke kotm&r dodavanym sétn pii béZném vybaveni laborate snadno
proveditelné. JednodusSe Ize stanovit vapnik taledattimetrickou titraci nebo iontéselektivni elektrodou.
Nejspolehligjsi vysledky dava atomova absonp spektrometrie, kterd vSak vyZaduje gom§ narané
piistrojové vybaveni,ig@sahujici moznosti vybaveni praktickychaani.

Chelatometrie p#t do skupiny komplexotvornych titraci podabjako merkurimetrie. Na rozdil od
ni je vSak v tomto ifipads titratni roztok donorem ligandu, centrdlnim atomem jsa@tiokty kowi
s fontovym nébojem 2+, 3+ nebo 4+. Qdnym ¢inidlem je roztok sodné soli kyseliny ethylendiamin
tetraoctové (Chelaton 3), ktery #Wos véapenatymi ionty pevny, nedisociovany, ale wekvrozpustny
komplex obecného slozeni [CA)Y

Titraci provedete v sikh alkalickém prosedi (pH = 12 az 13) na ssny indikator (fluorexon,
thymolftalexon, murexid) paraleirse standardem a porovnavacim (slepym) roztokedikdtor se pidava
jako pevna latka (sés s KNQ) ve vhodném mnoZstvi.

Provedeni:

» Pripravite si ti oznaené titr&ni baiky, do nichZ pélivé pomoci automatickych pipet
odmefite roztoky v péadi uvedeném v tabulce.

1 2 3
Vzorek Standard Porovnavaci roztpk
Vzorek (ml) 1,0 - -
Standard (ml) - 1,0 -
Redestilovana voda (ml - - 1,0
NaOH (ml) 2,0 2,0 2,0

» Pridate indikator v takovém mnozZzstvi, aby vzniklcithy zelené zbarveni (pozor na
predavkovani, u sytzbarvenych roztakse hire indikuje ekvivalentni bod).

» Titrujetepo kapkachna elektromagnetické miatwe do fialo¥ rizového zbarveni.

» Kazdou titraci provedete dvakrat.tiRiérné spoteby pro vzorek (sp, standard (sg a
porovnavaci roztok (gp dosadite do niZze uvedeného vztahu a ¥iyate koncentraci
c(Ca) v mmoll/l.

SPs; =SSPy
kde G je koncentrace standardniho roztoku v mmol/I.

Cca = SB TSPy [E,, [mmol/l],

Pouzité roztoky acinidla:

VSechny roztoky nutnofjpravit z redestilované vody d&grhovavat v nadobach z plastu.

1. Zasobni roztok chelatonu 3 (c = 10 mmol/l, {1.22 g/l)

2. Titratni roztok chelatonu 3 (c = 1 mmol/l) — zasobni oé&Atroztok 1.) #edit 10x

3. Standardni roztok (c = 2,5 mmol Cafppavi se rozpushim 250 mg CaC¢v 50 ml HCI (c = 1 mol/l) a
doplrénim redestilovanou vodou na 1 | roztoku
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4. NaOH (c = 0,05 moll)

5. Indikatorova sis (0,3 g fluorexonu, 0,6 g thymolftalexonu a 0,Ingrexidu se dale rozete s 50 g
KNOy)

6. Vzorky

7. Uloha:

Spektrofotometrické stanoveni vapniku v séru (BIO-LA-test)

Provedeni:

o-Kresolftaleinkomplexon vytv@ s vapenatymi ionty v alkalickém preésdi fialow
zbarveny komplex vhodny k fotometrickému stanoveni.

» Pripravite si fi suché (!) plastové zkumavky. (Jiehha vylogit vyluhovani vapniku
z nedokonaletistého skla, coz byip malych koncentracich vapniku v séru mohlo
zatizit vysledek znmou chybou.) Do zkumavek podle tabulkyclped odpipetujete
uvedené roztoky.

1 2 3
Vzorek Standard Porovnavaci rozfok
Sérum (ml) 0,020 - -
Standardni roztok (ml) - 0,020 -
Destilovana voda (ml) - - 0,020
Cinidlo (ml) 1,500 1,500 1,500
Promicha seoaébpminutach se #iii absorbance

* Zmefite absorbanci vzorku (A a standardniho roztoku {Q proti porovnavacimu
roztoku i 578 nm.

Fotometrické nifeni:

» Pouzijete fotometr Spekol 11riBtroj se uvede do chodu stisknutin€ilka hlavniho vyping a stiskem
tlacitka , E “. Mikrometrickym Sroubem nastavite vinavalélku 578 nm a zkontrolujetergpnuti
fotodetektoru na modrou oblast.

e Jednu kyvetu naplnite porovnavacim roztokem, druloatokem vzorku. Roztok nesmi sahat az &pln
po okraj kyvety! Kyvety se vkladaji do drzaku suckésuseni pouzijete kousky buié vaty.

« Zaradite porovnavaci roztok, stiskneteé¢itho ,R*“ a vyckate, az se na ukazateli objevi hodnota

» 0,000 ,. Pak z#adite kyvetu se vzorkem a atiete absorbanci (Av). Stejnym {gobem zrsfite
absorbanci standardu (Ast).

Lz

» Koncentraci celkového vapniku v séru v¥jiate podle uvedeného vztahu a porovnate
s normalni hodnotou.

Co =0 g, [mmolr],

a

st

kde G je koncentrace standardu v mmol/I.

Normalni hodnoty:2,1 - 2,6 mmol/l
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Pouzité roztoky acinidla:
1. BIO-LA-test LACHEMA - Vapnik KX (Ca 100 KX)
2. Vzorky séra

Spektrofotometrické stanoveni ho  F€iku v séru (BIO-LA-test)

Provedeni:
Magon ( 1-(2-hydroxyazo)-2-naftol-3-(2,4-dimeth{Brboxyanilid ) vytvéi s hdetnatymi ionty
v alkalickém prosedi ¢erveré zbarveny komplex vhodny k fotometrickému stanoveiérvené
zbarveni komplexu Heiku s magonem v3ak neni vizu&lpostehnutelné, nebbje prekryto modrym
zbarveni magonu.

» Pripravite si fi suché (!) plastové zkumavky. (Jeetha vylodit vyluhovani iont
z nedokonalegistého skla, coz byip malych koncentracich k&ku v séru mohlo
zatizit vysledek znmou chybou.) Do zkumavek podle tabulkyéiped odpipetujete
uvedené roztoky.

1 2 3
Vzorek Standard Porovnavaci rozfok
Sérum (ml) 0,015 - -
Standardni roztok (ml) - 0,015 -
Destilovana voda (ml) - - 0,015
Cinidlo (ml) 1,500 1,500 1,500
Promicha sendlp minutach se & absorbance

* Zmefite absorbanci vzorku (A a standardniho roztoku {Q proti porovnavacimu
roztoku i 505 nm.

Fotometrické mseni:

« Pouzijete fotometr Spekol 11iiBtroj se uvede do chodu stisknutintidlea hlavniho vypinge a stiskem
tlacitka , E “. Mikrometrickym Sroubem nastavite vinavalélku 505 nm a zkontrolujetergpnuti
fotodetektoru na modrou oblast.

e Jednu kyvetu naplnite porovnavacim roztokem, druloatokem vzorku. Roztok nesmi sahat az &pln
po okraj kyvety! Kyvety se vkladaji do drzaku suckésuseni pouzijete kousky buiié vaty.
« Zaradite porovnavaci roztok , stisknetecileo , R “ a vyckate, aZz se na ukazateli objevi hodnota

» 0,000 “. Pak zEadite kyvetu se vzorkem a atiete absorbanci (Av). Stejnym igobem zniite
absorbanci standardu (Ast).

Koncentraci h&iku v séru vypgitate podle vztahu:

Cyg = ::‘V (e, [mmol/l],
st

kde G je koncentrace standardu v mmol/l.
» Porovnate vysledky spektrofotometrického stanogamrmalnimi hodnotami.

Normalni hodnoty:0,70 - 1,07 mmol/l

Pouzité roztoky acinidla:
1. BIO-LA-test LACHEMA - Ha¢ik (Mg 208)
2. Vzorky séra
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Délici metody

Ziskani chemicky stejnorodé latky je prvnimegpokladem Us@ného studia jejich vlastnosti.
Zejména pro tyto &ely byla vypracovandada dlicich metod, z nichz v chemiitfpodnich latek naSly
nejwtsi uplaténi metody chromatografické, elektroforetické a &ktarych gipadech i dialyza. Velky
vyznam maji tyto metody i pro frakcionaci &sn latek podobného chovani (iiaelektroforetické deni
plasmatickych bilkovin, &eni rostlinnych pigmeiit chromatografii na tenké vrsiy déle se pouzivaji
k purifikaci biologickych materiél (nag. pti izolaci albuminu, enzyfy nukleovych kyselin), k identifikaci
latek (nap. elektroforetické ufeni typu haptoglobinu, chromatografickyikaz [éki v mati), pfi kontrole
Cistoty latek (nap pri analyze drog) aj.

Chromatografie

Chromatografie je &ici metoda, pi niz se distribuuji slozky mezi fazi nepohybliv(atacionarni) a
pohyblivou (mobilni).Stacionarni fazimize byt pevna latka nebo kapalimagbilni fazikapalina nebo plyn.
Latka se rozéli mezi ol faze ve smyslu svdistribu¢éni konstanty k, kterd udava po#n mnozstvi latky
piitomné ve sloZce stacionarni (AR mobilni ([A],).

=]

Slozka, jejiz distribéni konstanta je velkd, se bude vyskytovvazié ve fazi stacionarni a bude
se pohybovat pomaleji nez latka, jejiz konstantagda a jez se vyskytujeevazrit ve fazi mobilni.

Rozdéleni chromatografickych metod podle principu dleni:
1. Rozdilovaci chromatografie
Stacionarni fazi je kapalina (zakotvena na vhodnésiti), kterd se nemisi s kapalinou mobilni faze. K
déleni dochazi, maji-li latky rozdilné roddvaci konstanty. VyuZivd se hlavnv papirové
chromatografii.
2. Adsorpéni chromatografie
Stacionarni fazi je pevna latka s adgafmi vlastnostmi, mobilni fazi je kapalina neborplgnési
se dli na zaklad rozdilné adsorni afinity stacionarni faze k molekulam rozpusich latek.
3. lontové vyménna chromatografie
Stacionarni fazi je latka specifickych vlastnosinfomenic), mobilni fazi je kapalina. Mezi tyto
faze se di latky iontové povahy a to ggobenim elektrostatickych sil mezi ionty rozga$mi
v mobilni fazi a disociovanymi futkimi skupinami iontorgnice.
4. Gelova chromatografie(, molekulova sitay
Stacionarni fazi je polymerni gel pravidelného fas/ého usptadani, mobilni fazi je kapalina.
Slozky se dli na zaklad rozdilné velikosti molekul. Latky, jejichz molekujsou ¥tSi nez pimer
poéri v gelu, nemohou doghproniknout a postupuji Wd s mobilni fazi. Mensi molekuly pronikaji
do prostorovych ,ok" a jejich pohyb se zpomaluje.
5. Afinitni chromatografie
Stacionarni fazi je polymerni gel, ktery ma na sygmurchu kovalenth navazanu witou latku
(afinant) se schopnosti interakce se zkoumanymkeror Afinant je vazan ke gelovému nsi
pomoci dlouhého istku (spacer). Tim je odstrama stéricka fekazka v uskutaéni vazby mezi
afinantem a vzorkem. Mobilni fazi jsottsinou pufry stiznou iontovou silou.

Rozdéleni chromatografickych metod podle fazi:
1. Plynova chromatografie
Déleni mize probihat v soustéwlyn - kapalina nebo plyn - pevna latka. V prvétipac jde o
chromatografii roz8ovaci, v druhém o chromatografii adsémp
2. Kapalinova chromatografie
Déleni snmési mize probihat v soustévkapalina - kapalina (chromatografie rélvaci) nebo
v sousta¥ kapalina - pevna latka (chromatogragie ad&oifpgelovd nebo iontay vyménna).
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Velkého pokroku v #deni slozitych smssi se dosahlo zavedenim vysokoité kapalinové
chromatografie (HPLC), u niz se pouziva pro pohydbini faze petlakového z#izeni. Tim se
podstat# zlepSila kvalita dleni a sotasré zkratila doba analyzy.

Rozdéleni chromatografickych metod podle zjfisobu provedeni:

1. Sloupcova chromatografigchromatografie na kolaf)
Kolonou se nazyvéa trubice nagna chromatograficky aktivnim materidlem.ik& byt gima, ve
tvaru ,U" nebo spirdlovi statena. Udava se pam vnitiniho ptiméru kolony a délky sloupce
pevné faze. U &ného uspiadani je tento poén vétSinou 1/10 az 1/20. Zakotveni stacionarni faze
na nost se ozndauje jakoimpregnace Pak nasledujmaneseni vzorkua vyvijeni Rychlost toku
mobilni faze se obvykle udava v ml/min. Mobilni éazytékajici z kolony se nazyeduat

2. Chromatografie v plosSném usppadani
Stacionarni fazi fedstavuje arch chromatografického papiru (papiatwamatografie) nebo tenka

vrstva adsorbentu nanesena na pevné podloZce (atugrafie na tenké vrsty.

V souwasné literatie z oboru chromatografie gasto uzivaji zkratky odvozené z anglickych rniazv
jednotlivych metod. V tabulce je uveden jejidtelpled.

Zkratka Anglicky ndzev metody Druh chromatografické metody

GC gas chromatography plynova chromatografie

LC liquid chromatography kapalinova chromatografie

HPLC high-performance liquid chromatography  vysalnga kapalinova chromatografig
PC paper chromatography papirova chromatografie

TLC thin layer chromatography chromatografie nkéewst

GPC gel permeation chromatography gelova chromafiegr

IEC ion exchange chromatography iortayyménna chromatografie

Vyhodnoceni chromatografickych metod:
a) Sloupcova chromatografie
V prabéhu eluce se postuprsbiraji frakce a to kfipomoci¢asového spiria ve stejnycléasovych
intervalech nebo se vhodnym izzenim odebiraji frakce stejného objemu. Vyhodnomg nejastji
fotometricky. Grafickym znazo#mim piibehu eluce je tzveluéni kiivka. Na osux se nanasi etini cas
nebo eldni objem, na osy nantiena absorbance. Eluce izolované slozky ma tiiaky kterd se svym
rozloZzenim podob&aussov kiivce Jeji vySka charakterizuje mnozstvi latky, jejigha (elégni ¢as nebo
objem odpovidajici poloze maxima)iae slouZzit k jeji identifikaci. Porovnani se provg@dmoci znamych
standard.
b) Chromatografie v ploSném uspéadani
V tomto uspeadani se obvykle latky pouze identifikuji. Kvantitvai vyhodnoceni Ize provést jen u
dokre vyvinutych chromatograim Pracuje se vzdy paralglse standardy.
Latky se identifikuji pomocfetarda¢niho faktoru (Ry). Misto, kam se nanasi vzorek, se @mja
jako start, poloha mobilni faze v okamzikugruSeni vyvijeni j&elo. Retardani faktor jepomér vzdalenosti

Vs

start - #2iS¥ skvrnyvzorku (A) kuvzdalenoststart - éelo (B).

A
R, =—
B
Hodnoty R se udavaji v tabulkach, ale spolebj§i je srovnavat vzorek se standardy, které se
nandaseji paraletinse zkoumanou latkou a vyhodnocuji stejnyrisgioem.

é ...............................
T (@ .........
B
A
Vyhodnoceni
St Qe N A
chromatogramu
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Adsorp €éni chromatografie

8. tloha:

Déleni sm ési barviv sloupcovou adsorp  €ni chromatografii

Déleni budete provad na sloupci oxidu hlinitého, ktery gatmezi hydrofilni adsorbenty. To
znamena, ze na svém povrchu poutd nejgjewodu. Proto je vhodné adsorbenteg pouzitim vyZihat.
Barviva se po adsorpci postupvytésiuji promyvanim vhodé zvolenymi rozpoustly se stoupajici
polaritou. Z&ina se rozpoustlem nejmén polarnim (benzin) a postuprse polarita zvySuje, poslednim
mize byt az voda, ktera mé polaritu nejvyssi. Latkgmere polarni je vdzana na oxid hlinity nejmensi silou
a vytéka z kolony jako prvni. Za ni nasleduji daldiky séazeny podle rostouci polarity.

Provedeni:

Ptiprava adsorbentu:

eV odnmerném valci odmitite 5 ml oxidu hlinitého (pro chromatografii)fgsypete na
porcelanovou misku a za stalého michani 10 minkdtéi Zé&nete zakivat malym
plamenem, postugnintenzitu zvySujete. Misku s vyZihanym adsorbentémed
pienesete do exsikatoru a nechatém wychladnout.

Priprava kolony:

* Do suché (!) sklefmé trubice opdené dole kohoutem (kolony) vsunete na dno maly
kousek vaty a pak naplnite kolonu asi do poloviepZinem.Pii praci s benzinem
musi byt pfedchozi Zihani jiz ukoréeno!

* Vychladly vyzihany AJOs; vsypete po malychiastech (nejlépe pomoci papirové
nasypky) do kolony s benzinem tak, aby se viitwmuvisly sloupec bez trhlin.fPtom
dbate, aby se horntast kolony adsorbentem nefiehila, gipadré tycinkou se
smotkem vaty sklo @stite.

* Po usazeni adsorbentu vypustiteyt&ny benzin tak, aby nad sloupcem adsorbentu
zastala jen vrstva asi 0,5 cm vysoka.

Naneseni vzorku:

e Suchou (!) pipetou odétite 0,4 ml smsi barviv. Pipetu zasunete do kolony a vzorek
pienesete do benzinové vrstvy &8t kolony nesmi byt vzorem pgagneny! Je-li to
nutné, opt skny otrete vatou.

* Poote¥enim kohoutu nechate vzorek vsaknout. Na povrclorkolnanesete 1 ml
benzinu a oft nechate vsaknout. Dbate na to, aby se horniavestigorbentu nezia.
Eluce:

* Do kolony nanesete (pipetou) malé mnozstvi (1 amlp 2% roztoku ethanolu
v benzinu a pozorujete pohyb barevnych latek napslioAl,Os. Elucni roztok opatré
po malych davkach dofljete. Ri tom nesmite zvit adsorbent na povrchu sloupce!

» Jakmile zane z kolony vytékat prvni barevna frakce, zachytit® zkumavky.

» ZvysSite eléni schopnost a Zaete promyvat ethanolem. Sledujete dal pohyb baaviv
zachytite dalSi frakci.

» Opet zvysite eldni schopnost,ieti frakci vygsnite destilovanou vodou a zachytite do
zkumavky.
* Eluat z odpadni kiky slijete do uéené nadobyNevylévat do vylevky!
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Vyhodnoceni:

Smés barviv obsahuje 0,1% roztoky methylové oranziafdova), azobenzenu
(Zlutd) a rhodaminu Bc¢érvena) v benzinu. Do protokoluilpzite prouzek filtraniho
papiru se vzorky izolovanych barviv. Jejichi@di porovnate s polaritou skenin
(napiSete vzorce).

H.C,~

/CZHS
"N (0] N
LaeesA
H,C
3 /NH@NZN SONa QN:N COOH
HC O

methylova oranz azobenzen rhodamin B

Pouzité roztoky acinidla:

1. AlL,Oz (pro chromatografii)

2. Benzin

3. 2% roztok ethanolu v benzinu

4. Ethanol

5. Snés barviv:
0,1 g azobenzenu (rozpustit v benzinu)
0,1 g methylové oranzi (rozpustit v 50% ethanolu)
0,1 g rhodaminu B (rozpustit ve &8s ethanol/benzin)

roztoky spoijit a doplnit benzinem do 100 ml

9. tloha:

Déleni rostlinnych pigment G chromatografii na tenké vrstv &

Adsorbentem je oxidlemiity fixovany pomoci Skrobového pojidla na hlinikavdesku $ilufol,
vyrabi Sklarny Kavaligr Vzorek se nanasi na start v po&dabnkécarky asi 1,5 cm dlouhé. Pak se deska
umisti do doke #snici komory a porid dolnim okrajem do rozpoustia. Start se nesmi dostat pod hladinu!
Chromatogram se vyjme, dojdesilo asi 1 cm pod horni okraj desky.

Provedeni:

Ptiprava vzorku:

» Prinesete si rostlinny materiél (list, stonek) ze uhdruhi zelenych rostlin. Vhodné
jsou nap. jehlicnany a listnaté igviny. Rostlinny organ nejprve rofi$tate na drobné
kousky a potom vieci misce v fitomnosti skletinych stipka (Ulomky kapilar) jema
rozetete. Nakonec roztirate s malym mnozstvim acetonaz(2 ml), abyste ziskali
koncentrovany extrakt.

Naneseni vzorku:

* Na kratSi strah silufolové desky asi 2 cm od dolniho okraje n&iealehce tuzkou
start. Pozor, abystegipm neporusili tenkou vrstvu oxidudémicitého!

* Na start nanesete sklgmou kapilarou acetonovy extrakt prvni rostliny jatemkou
carku 1,5 cm dlouhou. Po zaschnuti se nanaseni ¥ zdpakuje, aby se dosahlo
dostaténé sytosti. Htom dbéte, aby skvrna byla co nejuzsi.
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» Stejnym zjisobem pipravite acetonovy extrakt i z druhé rostliny a esete na start ve
vzdalenosi asi 2 cm vedle prvniho vzorku.
Vyvijeni:

Do komory nalijete vyvijeci sts (benzin — petrolether - aceton /4:1:2/) tak, aby
dosahovala vysky asi 1 cm. Komoru uEte a nechate 20 minut sytit parami
rozpoustdel.

* Vlozite chromatogram: silufolova desta je Sikmo opena o stnu komory, dolni okraj
je ponden ve vyvijeci sisi. Start nesmi byt v Zadnéntipad® ponden! Komoru
pecliveé uzavete.

* Vyvijeni ukortite, dojde-licelo asi 1 cm pod horni okraj desky.

T T

& Gelo Celo
8. Zluta frakce (beta-karoten)
7. Seda frakce (feofylin a — rozkladny
produkt chlorofylu)
5.,6. tmav zelena frakce (chlorofyl a)
—— 7 4. Zlutozelena frakce (chlorofyl b)
3. Zluta frakce (lutein)
2. Zluta frakce (violaxantin)
& 1. Zluta frakce (neoxantin)
R — 5 Start
<
\. (5(' — 4
—— 3
—
—
\ —/
Vyvijeci komora Chromatogram
Vyhodnoceni:

Desku nechate v digestaischnout. Skvrny pigmehtsou dolse patrné, ale musi
se vyhodnotit ihned, nebadntenzita i zbarveni se rychleémi. Polohu skvrn zvyrazte
tuzkou.

Pouzité roztoky acinidla:
1. Aceton
2. Vyvijeci soustava (benzin — petrolether - acéfoh:2/)

29



Papirova chromatografie

Déleni probiha na chromatografickém pgapiktery je nosiem stacionarni faze, tj. vody, ktera je
v mnozstvi asi 5% trvale vazana na celulosu. Méd#ai jsou fizna organicka rozpoustla nebo jejich
smesi s ugitym podilem vody, aby nedochazelo k vymyvani staérni faze z nose.

Podle sn¥ru pohybu mobilni faze se papirova chromatografierd:

vzestupnou(rozpoustdlo se pohybuje sénem zdola nahoru)

sestupnou(rozpoustdlo postupuje shora dol

kruhovou (rozpou&tdlo se rozgiuje radialg od stedu papiru)

dvojrozmérnou (déleni se provede nejprve v jednoméma potom s jinou vyvijeci soustavou ve

smeru kolmém)

Vzorky se nanaSeji na start kapilarni mikropipetowbjemu 2 az 1Qul. Béhem nandSeni se
rozpoustdlo odpduje, aby se vzorek zkoncentroval do skvrny o mahéimeéru.

Vyvijeni se provadi ve sklénych uzavenych komorach. Dojde-lcelo na konec papiru,
chromatogram se vyjme, ususi a podlegmt vyvola. (Postka se vhodnyntinidlem, které dava se vSemi
vzorky vyraznou barevnou reakci).éhtly se pouzijeUV-detekce.Rada latek dasto girodniho ivodu)
vykazuje vUV-swtle barevnou fluorescenci. K vyhodnoceni se pouligdnota retardmiho faktoru Ra
provede se srovnani s parateiranesenymi standardy.

10. Uloha:

Vzestupna papirova chromatografie aminokyselin

Ptiprava chromatogramu:

« Na pracovnim stole matefipraveny chromatografické papiryWpatman ) o
rozmgrech 17,5 x 36 cm. Ve vzdalenosti 2,5 cm od spaunkratSiho) okraje
narysujete start, naémz ve stejnych vzdalenostech vyzita Sest bodl a popiSete
¢isly 1 az 6. Pouzivejte vyhraglnbyejnou nékkou tuzku.

« Na body 1, 2, 3 a 4 nanesete standardy (jsgurgveny ve stojanku), na bod 5 jejich
smss. Na bod 6 nanesete vzorek neznamé aminokyselinyandSeni pouZijete
Pasteurovypipety. NanaSite asi @ (tj. asi 3 az 4 cm v kapit@) po malych davkach
tak, aby pimér skvrny nepesahl 0,5 cm. Po naneseni prvni kapky skvrnu viespsd
infralampou a postup stale opakujete, dokud nemt@eely patebny objem. Nanaseni
je prace dosti zdlouhava, ale na jeji kwaliilezi do zn&né miry i dobry vysledek
déleni.

» Pripraveny chromatogram gsfite do valce (nanesené vzorky jsou n&j$instrar) a
ob¢ delSi strany k sabvoln¢ seSijete tak, aby se hrany papiru navzajem nediytyk

Chromatogram ozgéte svym jménem.

Vyvijeni a detekcefpracujete v digest)

* Na dno chromatografické komory umistiRetrino misku s vyvijeci swisi (n-butanol -
kyselina octova - voda /4:1:1/), do ni vloZite chedogram a ddle uzavete. Vyvijeni
trva asi 18 hodin.

I

» P¥isti den si chromatogram vyzvednetéigpdré pozadate o spolupraci laborantku) a
suchy papir v digestbnastikate deteknim ¢inidlem (roztok ninhydrinu v acetonu).
Pozor na pdtsneni rukou! Pracujte v ochrannych rukavicich! Pakckeomatogram
pod infralampou nebo v su3érzatfeje na 80C. Objevi se modrofialové skvrny
aminokyselin.
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Vyhodnoceni:

Skvrny aminokyselin tuzkou obtdhnete &ite priblizné €zise. Zmetite potebné
vzdalenosti a vyp@tate hodnoty Rpro standardy (nanesené jedndtliwe sng&si) a pro
vzorek. Porovnanim vysledkurcite neznamou aminokyselinu. Chromatogratitopite
k protokolu, hodnoty RzapiSete do tabulky.

Aminokyselina Rt (jednotliw) Rt (ve sngsi)
Pozice

Lysin

Glycin

Alanin

Isoleucin

Smes aminokyselin 1 — 4 --- .-

AR IWIN|F

Vzorek -

Pouzité roztoky acinidla:
1. Vyvijeci soustavan-butanol - kyselina octova - voda (4:1:1)
2. Detekni ¢inidlo: ninhydrin (0,2 g ninhydrinu a 0,5 ml korlgss. octové doplnit acetonem na 100 ml)
3. Standardni roztoky: lysin (0,2% roztok v 30%aiblu)
glycin (0,2% roztok v 30% ethanolu)
alanin (0,2 roztok v 30% ethanolu)
isoleucin (0,2% roztok v 30% ethanolu)

11. dloha:

Radialni papirova chromatografie cukr

Priprava chromatogramu:

* Na ¢étvercovém chromatografickém p#&pil8 x 18 cm zvolite &d a kolem #&ho
opiSete kruznici o poloénu 1,5 cm. Na kruznici oziée ve stejnych vzdalenostech
Sest bod, které @islujte.

* Na body oznénécisly 1 az 4 nanesete standardy (jsou ve stojanieubod 5 nanesete
jejich snes, na bod 6 nanesete vzorek neznamého cukru. KSeahgouzijete
Pasteurovypipety. Dbate na to, aby nedoSlo k z@nhjednotlivych vzork. Na kazdy
bod se postugnpo malych davkach nanese asil5prislusného roztoku (tj. asi 3 az
4 cm v kapil&e). Mezi jednotlivymi kapkami stale odpgete rozpoustlo, aby se
vzorek zakoncentroval na malou plochuarRér skvrny by nemdl presahnou 0,5 cm,
rozhodrt se v8ak nesmi vzorky na kruznici dotykat nebo dokogekryvat. Na
kvalitni a pélivé praci gi nanaseni zavisi i dobry vyslededehi.

e Do stedu kruhu udéate (nap. hrotem tuzky) maly otvor, jimz proviéknet&npt”
(pevre stateny prouzek chromatografického papiru).
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Vyvijeni a detekcefpracujte v digestd)

Do Petriho misky nalijete 20 ml vyvijeci s#ési (pyridin — butanol - voda 4:6:3) a
vlozite chromatogram tak, aby knot zasahoval doijegl sngsi. Lehce pklopite
horni misku a pozorujete radialni postup rozpgdlat Vyvijeni trva asi 1 hodinu.

18cm
1
e
£ @ @
® . X 1 r=15cm
5@\\@’1%3
4 N Vyvijeci komora
Chromatogram

» Dojde-li ¢elo k okraji misky, vyvijeni ukafite. Chromatogram vyjmete, odstranite
knot aihned, pokud je je&t papir vihky, tuZkou ozridte polohucela. Pak nechéte
chromatogram v digestioususit.

* Suchy chromatogram stejném¢ z vhodné vzdalenosti (dop@uje se zkusit fedem)
postikate ¢inidlem pro detekci cukr (hydrogenftalan anilinu). Snazite se, aby cela
plocha mezi startem #&elem byla rovnorné zvihcena. Nechate uschnout a pak
zaltejete asi na 8C pod infralampou nebo v su3&rObjevi se Zluté, Zlutokdé a
cervenohidé skvrny jednotlivych cukic Najdete jejich &ZisSt a znefite potebné
vzdalenosti pro vypiet R. Porovnanim vysledkurcite neznamy cukr. Chromatogram
priloZite k protokolu, hodnoty RapiSete do tabulky.

Cukr Rt (jednotliw) Rt (ve sngsi)

Pozice

1 Glyceraldehyd

2 Xylosa

3 Glukosa

4 Laktosa

5 Snes cukfi 1 -4

6 Vzorek -

Pouzité roztoky acinidla:
1. Vyvijeci soustava: pyridin — butanol - voda (8)6
2. Detekni ¢inidlo: hydrogenftalan anilinu
0,9 ml anilinu a 1,66 g kyseliny ftalové se rozjpwst 100 ml butanolu nasyceného vodou (86 ml + )4 m
Cinidlo neni fli$ stalé, musi se obnovovat.
3. Standardni roztoky:  glyceraldehyd (1% roztok)
xylosa (1% roztok)
glukosa (1% roztok)
laktosa (1% roztok)

32



Gelova chromatografie

Stacionarni fazi u tohoto typu chromatografieityaolymer, jehoz lineaghvazané molekuly jsou
navzajem propojenyiftnymi ietzci. Tim se vytvé jakési ,molekulové sito“vhodné k separaci sisi
s rozdilnou velikosti molekul. Malé molekuly proajkdo ok a zpoduji se proti ¥tSim molekulam, které
prochazeji kolem, nelfalo ok nevniknou. V eluatu se proto objevi jakorprv

Siroké vyu?ziti této metody umoznila vyroba kotréch prepardi V sowasné dobje na trhu nap
SephadeXpolysacharid dextranového typuio-Gel (polyakrylamid), Styragel(modifikovany polystyren),
Sepharosdagarosa) aj. Zavedeni gelové chromatografieeslo velky pokrok zejména v chemiiidnich
latek.

Polymery pro gelovou chromatografii se dodavajifeemé granuli. Ped plrenim do kolon se
rozmichaji ve vo& nebo v pufru a nechaji nabotnat. &nfatek se vysiiuje elénim roztokem (roztok soli
vhodné koncentrace), eluat se jima v padivakci. Detekce se provede vhodnou analytickowdwat,éasto
se vyuziva fotometrie.

12. Uloha:

Déleni barevné sm ési gelovou chromatografii

Ukolem je oddlit vysokomolekularni dextranovou mibgM = 2 . 16 g/mol) od nizkomolekularniho
chromanu draselného (M = 2 .>i@/mol)

Provedeni:

» Kolonu gipravenou na pracovnim stol&dphadex otewete a kapalinu nad gelem
nechate vytéci. Ponechate jen malou vrstvu (asc®p Do ni pipetou nanesete 0,5 ml
barevné swsi (dextranovd mdda chroman draselny), pootete kohout a sis
nechate vsaknout. Barviva nesmi dtlpa sén¢ kolony. Bude-li to nutné, odstranite
jejich stopy tginkou se smotkem vaty.

e Kolonu za&nete promyvat ektnim roztokem (0,9% NaCl), kteryiidavate pomalu
pipetou tak, aby se neZiipovrch gelu. V okamziku zahajeni eluceczete ngfit
elu¢ni ¢as Eluat jimate do odpadni nadoby. Sledujetdgn cileni.

 V okamziku, kdy se v eluatu objevi prvni barevnakée, zaznamenatéas
(v sekundach), kdy Zala vytékat tato frakce. Seasreé ji zachytite do kalibrované
zkumavky éluéni objem frakce I) a zaznamenat&s ukokeni eluce prvni frakce.

* Pokraujete v eluci. Stejnym Zobem zaznamenate ¢atek a konec eluce druhé
frakce a zachytite ji do druhé kalibrované zkumaggdtyéni objem frakce II).

* Nakonec kolonu promyjete @mim roztokem a uzdegte. Nad gelem ponechate
dostaténou vrstvu roztoku, aby nedoslo k jeho vyschnuti.

Vyhodnoceni:

Na milimetrovy papir sestrojite &lni graf: na os naneseté€as (v sekundéch) a
vyzn&ite za&atek a konec eluce frakce | a Il. Na gsoanesete elini objem (v ml) a pro
ob¢ frakce narysujeteGaussovukiivku, kterd vyjaduje pribéh jejich eluce. Graf
vyhodnotite (vysttlite paadi eluovanych barviv).

Pouzité roztoky acinidla:

1. Sephadex G-2fvent.G-50)

2. NacCl (0,9% roztok)

3. Smés barviv (dextranovd md@ chroman draselny)
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Afinitni chromatografie

Tato moderni chromatografickd metoda vyuziva jakeice polymery podobnych vlastnosti, jaké
maji gelova molekulova sita, nafsepharosa (vyrabi Svédska firma Pharmacia), Agafblerck), Spheron
(Lachema). Maji vSak na svém povrchu kovaléntavazanu uitou latku @finant), kterd& ma schopnost
interakce se zkoumanym vzorkem. Afinankze byt vysokomolekularni i nizkomolekularni latkaera je
vazana ke gelovému nésipomoci dlouhého fstku Gpace)). Tim je odstraéna stéricka fekazka
v uskuté&néni vazby mezi afinantem a vzorkem, kterym mohou tiginé biopolymery jako bilkoviny,
enzymy, nukleové kyseliny a;.

Chromatografickd kolona se naplni resn se zakotvenym afinantem. Gel se necha nabobtnat
v pufru o vhodné iontové sile. Pak se nanedend smis a po jejim vsaknuti se zachyti vzorek na afinant.
Kolona se potom promyje vhodnym roztokem, kterymosistrani nezachycené slozky. Nasleduje eluce
(uvolréni zachycené latky z afinantu) pomoci pufru s vigsiovou silou. Metoda se vyuziva itake studiu
bilkovin, enzynf, apod. a v klinické biochemii nagke stanoveni glykovaného hemoglobinu a glykovanyc
proteini.

13. Uloha

Stanoveni glykovaného hemoglobinu

Pti dlouhodobé nebo trvale zvySené hladgiukosy v krvi (hyperglykemii) dochazi k neenzyrdov
glykaci proteir, pii niz reaguje aldehydicka skupina glukosy s volaminoskupinou peptidovéhetzce
(zejména u lysinového zbytku). Glykované proteingjinodliSné vlastnosti, coz se projevi v jejich Kan
Casto byva takto pozénén hemoglobin (glykovany Hb ma mensi afinitu ke Kys) a jeho stanoveni se
provadi v souvislosti s vy&enim diabetilk. Referexini hodnoty se udavaji v rozmezi 4 az 6% celkového
hemoglobinu, hodnoty nad 8% jsou velmi Hepivé.

Ke stanoveni glykovaného hemoglobinu je mozno poafmitni chromatografii. Nosi (agarosa)
ma jako afinant navazanu kyselinu aminofenylboritkiera vytvéi komplex s ketoformou glykovaného
hemoglobinu. Z kolony se nejprve vymyje nenavazaeglykovany hemoglobin, pak se pomociceito
pufru vygsni Glyk-Hb. Znéti se absorbance obou forem hemoglobinu a &ohevysledek se ziska
vypoctem.

Pro stanoveni dodava firma Merck kompletni set &mr potebnymi roztoky i s fipravenymi
kolonami (Merckotest-1.14361-Glykovany hemoglobin).

Provedeni:

» Kolonka a vSechny roztoky se vyjmou z chlattyia nechaji se zafit na laboratorni
teplotu. Z kolonky se odstrariiorni uzawr a odlije se febyt&ny roztok. Pak se
odstranispodni uzawr a kolonka se postavi do stojanku (do zkumavkyn®je se
2 ml promyvaciho pufru, ktery se necha prokapatodipadni zkumavky. Tim je
kolonka gipravena k praci.

e 100pl krve se smich& s 1,0 ml hemolyného roztoku, praepe se a necha 5 minut stat
pii laboratorni teplat.

* Kolona se umisti do oztéené zkumavky, na ni se pipetou nanesegis@emolyzatu a
necha se vsaknout. Pak g&pa se 0,5 ml promyvaciho pufru a necha se 5 nstait

* Po @ti minutach nasleduje vymytieglykovaného hemoglobinuKolona se promyje
jes& 5 ml promyvaciho pufru a roztok se zachyti do z&uky (1. frakce).

* Nasleduje elucgglykovaného hemoglobinuVyméni se zkumavka, na kolonu se
nanesou 3 ml etiniho pufru a eluat se zachyti do druhé zkumavkyrékce).

34



* Zmeii se absorbance 1. frakceijA 2. frakce (A) proti vodt (pii 414 nm).
* Vypocitate obsah glykovaného hemoglobinuiggioZzeném vzorku:
3,0[A,
5,55[A, +3,0[A,
Refererni hodnota: 4,3 - 5,8% (zkresleni u anemie)

% Glyk - Hb = [100

* |hned po skoeeni nEieni se provede regenerace kolony. Kolona se promyjel
regeneré@niho roztoku, pak se naplni 2 ml regederho roztoku, uzae nejprve
hornim a pakspodnim uzawrem a ulozi se zp do chladniky (pii teplo& +2 az
+8°C). Frechovava se ve tmn

Pouzité roztoky acinidla:

VSechny roztoky a kolonky je moznagehovavat v temnuipteplot +2 az +8C nejmér 3 mesice do doby
udavané expirace. Krev nebo hemolyzat séarskladovat { stejné teplat 1 tyden.

1. Kolona s 0,5 ml agarosy s kys. aminofenylboritea 10 stanoveni)

2. Promyvaci pufr — pH = 8,0 (0,25 mol octanu antdrma 0,05 mol MgGlrozpustit vodou na 1 | roztoku)
3. Elwni pufr - pH = 8,5 (0,1 mol TRIS a 0,2 mol sorhita 1 )

4. Regenerai roztok: kys. octova (c = 0,1 mol/l)

5. Hemolyzani ¢inidlo (0,1% Triton X-100)

6. Vzorek

lontov & vym énna chromatografie

lontomeniée jsou anorganické nebo organické vysokomolekuldétky, které jsou schopny
vyménovat ionty. Katex (zkrdcenim anglickéhdation exchang@rje nerozpustna, vhodnzesfovana
makromolekularni latka, kterd mé& na svém polymeiigitfzci vdzanu anorganickou snadno disociovatelnou
funkeni skupinu (nap — SQH).

Ve styku s vodou vypini molekuly J@ prostorova oka katexu a protony (ionty)Hptitahované
konjugovanymi anionty, se shromazdi uynik. Tak vznikne zajimavy jev: voda &rprostorovych ok
obsahuje mizivé mnozstvi protipnzatimco uvnit ok je koncentrace protérnvysoka. Po jidani roztoku
disociované soli (ndp Na" a CI) proniknou kationty Nado nitra katexu a vgsni ekvivalentni mnozstvi
iontd H*, které misto nich uniknou do okoli.

P-H+Na - P-Na+H
Katex vevodikovém cyklu byl pieveden dsodikového cyklu Reakce je dokonale vratna. Piadani silré
kyselého roztoku (n&HCI) budou vysokym iebytkem protofi z katexu ionty sodné Wdreny a katex se
vrati zgt do vodikového cyklu. O tom, kterym grem bude reakce probihat, rozhoduje pokoncentraci.

Anexy (anion exchang@rmaji podobné vlastnosti s tim rozdilem, ze ¥ynji anionty. Reakni
mechanismus je analogicky. AnexOH-cyklu Ize roztokem NaCligvést dcCl-cyklu a obracetprebytkem
NaOH vratit zgt do OH-cyklu.

lontomenice se pouzivaji kdeni ionizovatelnych latek. Uplatnily se rfapti studiu aminokyselin.
Zasadité aminokyseliny jsou poutany katexemégilnez neutralni a ty zase sljnnez kyselé. Jednotlivé
frakce Ize ziskat eluci pufrem s klesajici hodngibly Tak byla nap vyieSena sekvence 127 aminokyselin
enzymu ribonukleasy. JinouiléZitou aplikaci je vyroba velndisté tzv.deionizované vodyoz je vzhledem
k energetickym Usporam s vyhodou vyuzivano v latodich a ptimyslu.

DileZitou konstantou kazdého iontdnite je kapacita (C), kterd udava latkové mnozstvi iontu
(v mmol), které je schopen zachytit (event. ¥pit) 1 ml ionexu.
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14. Uloha:

Stanoveni kapacity katexu

Ukolem je stanovit kapacitu katexumberlitepro vodikové a vapenaté kationty.

Provedeni:

36

Cyklizace katexu:

Na pracovnim stole matgipravenu kolonu s 5 ml katexAmberlite Katex musi byt
stale pod vodou, do sloupce se nesmi dostat vzeadmabliny! Pootekenim kohoutu
vypustite vodu nad sloupcem a ponechéate jen nepatvrstvu zabngujici vniknuti
vzduchu.

Katex revedete do vodikového cyklu: do kolony napipetujete 10 ml roztoku HCI
(c =4 mol/l) a pootetete kohout tak, aby toto mnoZstvi prokapalo asil@aminut.

Dale budete kolonu promyvat destilovanou vodou Zjjete sticku) az do neutrélni
reakce.

Zkouska neutrality:

Po @idani celko¢ asi 150 ml vody odeberetekolik kapek eluatu do zkumavky a
pridate 2-3 kapky acidobazického indikatoru (methglosranz). Neutrélni reakci
prokdZze oranzové zbarveni. Je-li eluat stale ky§aljikator ¢cerveny), v promyvani
pokraiujete. Pro srovnani siidnete gipravit porovnavaci roztok z destilované vody a
indikatoru. Na dokonalém vymytigbytenych ionfi H' zavisi vysledek pokusu.

Stanoveni kapacity:

Z kolony vypustite vSechnu promyvaci vodu a napijet¢ Fesré 10 ml roztoku
CaCb. Pod kolonu postavite suchou oftnou baiku (objem 100 ml) a podle peby
upravite vySku kolony na stojanu tak, aby se jsji dotykalo hrdla kigy.

Pootevete kohout, nechate roztok CaQNholna prokapat a pak budete promyvat
kolonu destilovanou vodou tak dlouho, az ziskatesg 100 ml eluatu. Biku
odstavite a prostor nad katexem doplnite dostatezasobou vody.

Paralel@ si pripravite porovnavaci (slepy) pokus. Do jiné cdneé baky (objem
100 ml) odpipetujete 10 ml roztoku CaG doplnite vodou po zolku. Eluat i
porovnavaci roztok dd@b promichate ¢kolikerym prevracenim bigky.

Stanoveni kapacity pro vodikové iontaikalimetrie)

Standardizace tittaiho roztoku NaOH:

Do titracni baiky odpipetujete 5 ml standardniho roztoku kysel@iavelové
(c =50 mmol/l), pidate 2-3 kapky indikatoru (fenolftalein) a ztitet¢ do trvalého
swtle fialového zbarveni. Titraci zopakujete a #mérné spateby vypaitate gesnou
koncentraci titréniho roztoku.

C, =CalVy [mmol/l]
vV, O

st



Z eluatu odeberete 10 mEigate 2-3 kapky indikatoru (fenolftalein) a ztitetg. Titraci
provedete dvakrat a zipnérné spoteby vypaitate koncentraci vzorku.

c v [
c, =—+—t—t [mmol/]
Vypocet kapacity pro vodikové ionty:
n(H+): Cv |3/eluélt [mm0|]
Cratex = n(H') [mmolH*/mIkatexu]
\%

katex

Stanoveni kapacity pro vapenaté ior(tygtésiovaci chelatometrie)

Z eludtu odeberete 10 mlfigate 5 ml vyEsiovaciho roztoku a tolik indikatoru
(Erio T), aby byl roztok zbarven slalvinow. Opakovas titrujete roztokem chelatonu
(c =50 mmol/l) do modrého zbarveni (bez fialovébdstinu). Z piméru zjistite
spotebu (sp).

Stejnym zfisobem titrujete i porovnavaci (slepy) pokus a itfistpotebu (sp).

(Spo —Sp, ) l]:t l]t

c, = [mmol/l]
VV
Vypocet kapacity pro vapenaté ionty:
Vypocitate kapacitu pro vapenaté ionty:
n(Ca2+): Cv |]/eluét [mmOI]

_n(ca)
katex — V—

C [mmoICa2+/mI katexu.]

katex

Porovnate kapacitu pro vapenaté ionty s vysledkesmignty H'. Oba vysledky musi
byt srovnatelné. (Kazdy vapenaty kationtégyti dva ionty vodikove.)

Pouzité roztoky acinidla:
1. HCI (c = 4 mol/1)

U WN

. CaC}(c =1 molll)

. Standardni roztok (COOH{c = 50 mmol/l)

. Titratni roztok NaOH (c = 0,1 mol/l)

. Titratni roztok chelatonu (c = 50 mmol/l)

. Indikatory:  Methylovéa oranz (0,1% roztok ve ¥pd

Fenolftalein (0,1% roztok v 50% ethanolu).
Eriochromov&en T (pevna srs s NaCl 1:100)

. Vyt¢siovaci roztok (pH = 10)

8,92 g NHCI, 62 ml koncentrovaného amoniaku a 20,3 g Mg®GIH0O se rozpusti v 500 ml vody ,
piida se 56 ml chelatonu (c = 50 mmol/l) a dopIniamoaa 1000 ml.

. Katex Amberlite
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15. Uloha:

Stanoveni jodového ¢isla tuk G podle Hanuse

Tuky (triacylglyceroly) obsahuji vedle nasycenychastmych kyselin (palmitové, stearove) i
kyseliny nenasycené (olejova, linolova, linolenovd, Nenasycené mastné kyseliny jsou gloveka
nezbytné. P&t k esencialnim slozkdm potravy, nébgjich syntéza vde je nepostéjici, nskteré se
nesyntetizuji ubec. MnoZzstvi dvojnych vazeb v mastné kyseke vyjaduje pomocijodového ¢&isla (J),
které udava peet mg jodu vazaného za danych podminek na 100 mgnz&ného tuku.

Stanoveni se provadi takto: odvazené mnozstvi sekiozpusti ve vhodném rozpauBe (chloroform
nebo chlorid uhliity) a pfida se znamy nadbytek halogén#no ¢inidla, které obsahuje brom. Ten se aduje
na dvojné vazby nenasycenych kyselin. MnozZstviesgwvaného bromu se zjisti thiosulfatimetrickonadit.
Paralel® se zpracuje i porovnavaci (slepy) vzorek, ktergatije pouze rozpoégio. Adované mnozstvi
bromu se fevede na ekvivalentni mnozstvi jodu.

Probihajici reakce:

Adice bromu:

Br Br
| |
CH3(CH,)- CH=CH-(CH,)sCOOH + Br, — > CHz(CH,); CH-CH~(CH,); COOH
kys. olejova kys. dibromolejova
Titrace:
Br, + 2& - 2 Br L + 2é& o 21
2 - L + 2é 2505 - SO& + 2e
Br, + 21 — 2B + b I, + 23034_ - 21 + SO(;Z_
f 1
n — "RED —
=_V _= f., =_RED = —
fRED n(lz) 1 v 2 2
Provedeni:

* Na pracovnim stole matefipravenu baku (V), ktera obsahuje vzorek tuku
(200 mg/1 ml CHG) a déle baku (S s porovnavacim (slepym) pokusem (1 ml
CHCly).

+ Do obou bagk pridate z automatické byretyrgsre 2,5 ml HanuSova halogetrého
¢inidla (Pozor! Ziraving, uzavete zatkou, promichate a nechate 1 hodinu stahrue

* Po hodig pridate do kazdé kiky 2 ml 10% roztoku Kl a 10 ml destilované vody.
Vlozite michacidlisko a promichate na elektromagnetické mickaJde o to, aby se
souvisla chloroformova vrstva na&ddostaténé rozptylila a gisla do styku s vodnym
roztokem jodidu. Nechate 10 minut stat.

* Po 10 minutach ztitrujete vzorek za stalého intamhio michani na elektromagnetické
michace roztokem Ng5,03; (c = 50 mmol/l). Bsné pred koncem titrace (roztok je
swtle Zluty) pidate reékolik kapek roztoku Skrobu (vzorek zmodrd) a dajéte do
vymizeni zbarveni (sptgba sp). Obs faze (vodna i chloroformovd) musi byt
bezbarvé.

» Stejnym zfisobem ztitrujete i slepy pokus (spalia sp). Z rozdilu spaeb vypaitate
jodovécislo zkoumaného tuku a z tabulky odhadnete, jakytt ve vzorku pitomen.

» Ztitrované vzorky obsahujici chloroform vylijete d@ené nadoby.
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Vypaocet:

6.V = (Sp-sp).-G.H
m(b) = 6. Vyv.M(l)
J=[m(ly) : m] . 100 [M@A100 mg tuku]

Dosazuje se: M§) = 253,8 g/mol
(Ssp-sp) ... rozdil spateb (v ml)
11 P navazka vzorku (v mg)

Jodovécislo nekterych tuki:

Tuk Jodovécislo
Kokosovy tuk 7az 10
Maslo 26 az 42
Veprové sadlo 53 az 77
Olivovy olej 80 az 88
Repkovy olej 97 az 108
Sojovy olej 120 az 141
Orechovy olej 140 az 150

Pouzité roztoky acinidla:

1. Titradni roztok NaS,0; (¢ = 50 mmol/l) - standardizovany

2. K1 (10% roztok)

3. Roztok Skrobu (pro thiosulfatimetrickou titraci)

4. HanusSovo halogedai ¢inidlo: (pfipravovat v digesti!)
12,7 g jem# rozeteného jodu se rozpusti asi ve 100 ml konc.,@BIOH a pida se 2,6 ml bromu
(POZOR! Ziravina). Tepanim se joddhem 10 minut rozpusti. Doplni se konc. kyselinotowou na 1 .
Uchovava se v tmavé lahvi ve &mNa lahev se umisti vyrazny napis, Ze jde o nesi@np Ziravinu.

5. Vzorek tuku (rozpushy v CHCE)

6. Slepy vzorek (CHG)
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16. uloha:

Stanoveni peroxidového ¢isla tuk G

Volné kyslikové radikdly (VKR) maji v biologickyclsystémech zmay vliv, protoze mohou
iniciovat ¢etné biochemické reakce a owowat jejich rychlost a sén. Proto maji také vyznamnou ulohu
v patogenezi mnoha onemaoii.

Mezi volné kyslikové radikaly seéadi castice obsahujici kyslik aspos jednim neparovym
elektronem, nepstji to je superoxidovy radikale( £, hydroxylovy radikal{ OH), perhydroxylovy radik
(*O,H), peroxylovy radikal { OOR), alkoxyradika¢ ( QR dalSi. Tytocastice jsou schopny samostatné
existence a vykazuji ztiaou reaktivnost s tendencidzovym reakcim.

Hydroxylovy radikéal, ktery je nejreakti¢fsi z VKR, mize vzniknout nafklad rozS¢penim vazby
v molekule vody:

H,O H* + *OH
Reaguje okamiit s prvni molekulou, se kterouiple do styku, vytvéi dalSi radikal a spoustetzovou
reakci.
Vysoce citlivé k dinku VKR jsou mastné kyseliny bs&nych membran a membranovych
fosfolipid, prednost® jsou napadany vicenas@bmenasycené mastné kyseliny. Hydroxylovy radikal
odebira Zettzce mastné kyseliny atom vodiku za vzniku vody lékakého radikalu:

—CH— + *OH —>= —C* + H0
Ten reaguje népstji s kyslikem za vzniku peroxylového radikalu:
O *
I 2
_C*_ + 02 —_— _C_

Peroxylovy radikdl napada dal$étizec mastné kyseliny, ze kterého odebira atom vodiéuvzniku
hydroperoxidu lipidu:
e 1 PN
—Cc— + —C— —> —C— + —C—

Zarovei vznika dalSi uhlikovy radikal #tszova reakce pokiaje.

Jeden hydroxylovy radikdl tak the zngnit stovky molekul mastnych kyselin na hydropergxid
které jsou substratem pro tvorbu dalSich cytotoydbk produkt. Lipoperoxidy, hydroperoxidy a jejich
degradani produkty mohou porusit strukturu bigné membrany, poskodit membranové bilkoviny a enzymy
vazané na membranachjigpbit zngnu jeji permeability a tim zasaglovlivnit buné¢ny metabolismus.

VySe uvedené reakce mohou probilmtvivo v organismu, ale uphatji se iin vitro, nag. pri
Zluknuti tuka. Proto se v jedlych tucich kontrolujéitemnost hydroperoxidpomoci stanoveni peroxidového
¢isla tuki. Hydroperoxidy lipidi oxiduji roztok jodidu na jod, ktery se pak standkiosulfatimetricky.
MnoZstvi obsazenych hydroperokide odvozuje od sp@by titrainiho roztoku.Peroxidové &islo (PC)
udava latkové mnozstvi aktivniho kysliku (tj. kkslioxidujiciho jodid na jod) ymol v 1 g tuku.

Provedeni:

Ukolem bude porovnat dva tuky (zada asistent):
a) cerstvy tuk a tuk podéely ze Zluknuti
b) dva druhy jedlych tuk

» Do titraéni baiky (V1) se gesré odvazi asi 500 mg prvniho vzorku, do druhéKya
(V) asi 500 mg druhého vzorku.

* Do kazdé bsky pridate 2,5 ml chloroformu, 2,5 ml konc. kyseliny @o¢ a 1 ml
10% roztoku KI.
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Vlozite michadlo a s#s 1 minutu intenzivéa michate na elektromagnetické miéte
(Michadlo v bace ponechate.)

Paralel@ pripravite slepy pokus: Do titéai baiky (S) odngrite 2,5 ml chloroformu,
2,5 ml konc. kyseliny octové a 1 ml 10% KI. &d minutu michate.

VSechny baky uzavete hlinikovou folii a nechate stat v temnu 20 rhinu

Do kazdé baky pridate asi 20 ml vody a 2-3 kapky roztoku Skrobugwebse tmavé
zbarveni jodoSkrobového komplexu.

Titrace se provede tittaim roztokem Ng5,03 (¢ = 2 mmol/l). Titrujete po kapkach za
stadlého michani (na elmg. mi¢ba) do odbarveni roztoku.

Ztitrované vzorky obsahujici chloroform vylijete d@éené nadoby.
Ze spoteby na vzorek (spa slepy pokus (spvypcsitate peroxidovéislo (RC):

PC = M 1000

kde ¢... je latkova koncentrace titir@ho roztoku (v mmol/l)
m, ... je navazka vzorku tuku (v mg)
sp, ... Je spakba na vzorek (v ml)
Spy ... Je spatkba na slepy pokus (v ml).

[umolrg],

Pouzité roztoky acinidla:

cogakrwnE

Titraéni roztok NaS,0; (¢ = 2 mmol/l)
Roztok Skrobu pro thiosulfatimetrii

Kl (10% roztok)

Konc. kyselina octova

Chloroform

Vzorky tuku
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Optické metody

Optické metody se vyuzivaji v mnoha analytickyclorgich a paf pro svou exaktnost, rozmanitost
pouziti a moznosti vyuziti fpsnych pistroji k nejvyhledava&Sim. Jsou zaloZeny na interakci
elektromagnetického ¥éni s hmotou, nelohmota ma schopnost iehi charakteristickym Zisobem
pohlcovat (kolorimetrie, fotometrie nebo spektrofotometridpraova absorni spektrometrie),vysilat
(emisni spektralni analyza, plamenova fotometri@)ize dochazet kezméné rychlosti zareni
(refraktometrie) nebo &taéeni roviny polarizovaného s¥tla (polarimetrie).

Jednoduché metody, které nevyzaduji taéogistrojové vybaveni, se dnes pouzivaji jen okr&jov
nebo speciak (éelows (nap. kolorimetrické stanoveni pH).&&ina chemickych analytickych labor&tge
v sowasnosti vybavena spektrofotometry pro viditelnolirafialovou, event. infréervenou oblast sila,
refraktometry, pipadré (zejména pokud se zabyvaji analytikou sacliarid polarimetry. Na
specializovanych pracovistich se pouzivaji plaméndetometry, atomové absa@md spektrometry,
rentgenové spektrometry nebo spektrografy a daldadné a slozita optickaidaeni.

Spektrofotometrie ve viditelné a ultrafialové oblas ti

Spektrofotometrie, navazujici vyvojgwa jednodussi kolorimetrii, je jednou z nejuzigjafch
analytickych instrumentalnich metod. Vyhodou fedevsim jednoduch&iprava vzork i méteni absorpce
swtla. Také automatizace a moznostiemi velkych sérii vzork byla Usgsrg vyieSena. Metodu lze
realizovat v provozu i v terénu a pro celaadu obo#, véetns klinické biochemie, je to nejuzivgsi a zatim
téZko nahraditelnd metoda.

Viditelna oblast spektra zahrnuje vinové délky vmezi 400 az 760 nm a tzv. blizka ultrafialova
oblast vinové délky v rozmezi 200 az 400 nm. Obldstfialového (UV) a viditeIného #éni se nazyva
oblast elektronovych spekter Absorpce tohoto zéni je vysledkem interakce elektromagnetickéhi@rzia
s atomem¢i molekulou zkoumané latky. Lze ji sledovat pomatisorpéniho spektra (tj. zavislosti
mnozstvi absorbovanéhoieai na vinové délce, pbpna vin@tu). Subjektivié Ize postihnout absorpci
pouze ve viditeIn&asti spektra, coz vnimame jako barevnositoPh zbarveni, jez naSe oko pozoruje, je
komplementarni barvou k pohlcenémuieré. Nap. roztok manganistanu draselného absorbujenia
v oblasti 530 nm (zelena barva viditelného spekiraSe oko pozorujervenofialové zbarveni.

Zakon Lambertiv - Beeniv
Prochazi-li paprsek monochromatickéhorerd optickou vrstvou, ktera toto ishi pohlcuje,
intenzita fivodniho zé&eni se zeslabi.

b I
_— Absorpce zéeni pi
SN > prizchodu optickym progtdim
S —_— lo — intenzita dopadajiciho #zéni

| —intenzita proSlého z&eni

Velikost absorpce zani Ize vyjadit pomoci dvou vetiin — transmitance (T) a absorbance (A).
Transmitance (propustnost) udava pa@mintenzity zdéeni proSlého k intenzitz&eni pivodniho.

T=1 T(%)=|lﬂoo

l 0 0
Transmitance nabyva hodnot 0 az 1 (0 az 100%).

Absorbance (ve starSiceské literatie a v #mecky psanych textechéetrg navodi k obsluze
piistroji se pouZziva ozreni E - extinkcg udava logaritmicky po#r intenzity pivodniho zéeni k intenzi¢
z&eni proslého.

I 1
A =log-2 =log=
I T

Absorbance nabyva hodnot 0 @ZFri absorbanci A = 0 (T = 1) seighi vibec neabsorbuje fipabsorbanci
A = oo (T = 0) se zéeni pohlti Upl# a prostedim vibec neprojde.
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Studiem zavislosti absorbceieai na vlastnostech optického presii se zabyvali H. Lambert a
A. Beer. Spojenim vyslediejich praci vzniklLambertiv-Beeniv zakon

Zakon plati pro monochromatické &o a vyjaduje vztah mezi absorbanci)( tlouf’kou
absorbujiciho progdi () a jeho koncentract).

A=eg.c.|,

kdec je latkova koncentrace (mol/l)je tlou¥ka vrstvy (cm) & je molarni absoimi koeficient, ktery je p
dané vinové délce materidlovou konstantou. Jehmoje | . mol' . cnmi® a v &chto jednotkach byvaji také
jeho hodnoty udavany v tabulkachsZ®e se vSak jeho hodnota neZjige, nebd se pracuje kdl paraleli se
standardem znamé koncentrace a nebo se vyuziviéalitwanich Kivek.

Platnost Lambertova-Beerova zakona je limitovarkbmtroluje se vynesenim zavislosti A = f(c),
kterd se oznalje jakokalibra¢ni k¥ivka. Linearity je dosazeno jerripnizkych koncentracichiddow do
102 mol/l). Odchylky mohou byt Zisobeny rovisz zakalem nebo &nici se koncentraci vidledku zniny
chemické rovnovahy v roztoku (niappri probihajici disociaci, polymeraci, hydrolyze, ith® komplexi,
apod.). Rovdz kolisani vinové délky v gbéhu n¥feni je nutno zamezit. ProtoZze se vésnpracuje
s polychromatickymi zdroji sila, je kladen @raz na kvalitu monochromatarZcela uspokojivé vysledky
davaji gistroje vybavené hranoly nebaitkami, még vhodné je pouzivani barevnych filtrTaké znénam
teploty je nutno zabranit. V zasadnusi byt udrzovana teplota v rozmezi’@l proto nemohou byt bez
piedchozi temperacedieny nap. roztoky pra¥ vyjmuté z chladriky.

Pristroje

K métreni absorbance slouzizné typy fotomett, spektrofotomefr nebo fiznd automatizovana
zaizeni pro sériova #ieni. (Nazevfotometra spektrofotometse pouziva proiistroje s objektivni detekci
zé&eni lisici se kvalitou monochroméaborU fotometf jsou pouzivany barevné filtry, u spektrofotonige
zabudovan hranol neborfhka.)

V zasad jde o fistroje jednopaprskové nebo dvoupaprskové Jednopaprskovéristroje jsou
staveb® jednodussi, dvoupaprskovéigiroje jsou pouzivanyipkonstrukci vykonnych spektrofotométa
automatizovanych systém
Kazdy mefici systém se sklada gchto zakladnich pruk

a) zdroj zéeni

b) monochromator

c) kyvety se vzorkem (absorbujici systém)

d) ¢idlo z&eni (fotodetektor)

e) nerici zgizeni

Optické schéma jednopaprskového spektrofotometru
s mfizkovym monochromatorem (SPEKOL)

1 — zdroj zéeni

2 — 9 — opticka soustava

6 — mrizkovy monochromator

10 — kyveta se vzorkem

N 11 - fotodetektor
n (4 12 — tranzistorovy zesilova
: 13 — vychylkové &iidlo
12 13 14 — mikrometricky Sroub pro nastaveni vinové
délky

43



Zdrojem zareni pro blizkou UV oblast byvajitiené vybojky, pro viditelnou oblast jsowané
pouzivany zarovky s wolframovou spiralou gié inertnim plynem.

Monochromatické sitlo se ziskava pomocehonochromatord, tj. pomoci lomu sétla hranolem
nebo ohybem na tizce. Barevnymi abso&pimi filtry jsou vybaveny jen nejjednodus§igiroje. Filtry jsou
zhotoveny ze specialnich skel nebo jeftvoztoky barevnych kapalin uz&né ve specialnich kyvetach. Pro
piesna nsieni se monochromatory kontroluji pomoci dogenych standard

Kyvety pro meiené roztoky tvii negastji hranaté nadobky s konstantni vzdalenosti dvou
planparalelnich desgk. Pro viditelnou oblast se vyr§bze skla, pro UV oblast musi bytrdmenné.
Obvykla tlougka kyvety je 1 cm, ale vyr&p se i v jinych roznirech. Tlougka byva vyryta na igdni
destéce. Pouzivané kyvety musi b§isté a dokonale odmasig, proto se pravidetnpromyvaji vhodnymi
saponaty. Zvl&s dikladné musi byt giStény po praci se sikh alkalickymi roztoky, které leptaji sklo i
kiemen.

V soutasné dob se pouzivaji tést vyhradré ¢idla zareni zaloZzena na fotoelektrickém efektu, tj.
fotonky, fotonasoliie a hradlové fotoelektricklanky. U EZnych fistroji se nejastji pouzivaji selenové
¢lanky.

Jako mérici zafizeni zmeény absorpce slouzi citlivy galvaném Je-li vychylka galvanogmu
koneinym (dajem pro sledovanou absorpci, jedna se itstrgj vychylkovy. U moderSich
spektrofotometr je dalSim pidavnym z@izenim pevedena vychylka né&selny (digitalni) vystup, ippadré
muze byt gipojeno registréni zaizeni. V pfibéhu praktickych cueni se setkate s vychylkovym
spektrofotometrenspekol (Zeiss Jena) a jeho ngsi verziSpekol 11 ktera ma digitalni vystup.

Obsluha vychylkového spektrofotometru Spekol

Jedné se o jednopaprskovy spektrofotometr se selendetektorem z&ni. Monochromatické #ani
se ziskava pomoci fitky. Je uéen pro ndieni ve viditelné oblasti spektra. Kyvety jsou skied délka
absorbujici vrstvy je 1 cm.

» Spektrofotometr zapojite do &ita vypingem zapnete transformator. Skate asi
5 minut, az se ustali &elny tok.

» Pripravite si d¢ kyvety. Jednu naplnite zkoumanym vzorkem, druhortoynavacim
(slepym) roztokem. Kyvety se plni asi 5 mm pod plaado fFistroje se vkladaji
osusené bugitou vatou.

» Kyvety se vkladaji do drzaku kyvet. Do pravého oiv( pohledu pracovnika) se vlozi
kyveta s porovnavacim roztokem, do sousedniho otvkyveta se vzorkem.
S kyvetami zachazejte s maximalni opatrnosti! DigtieZdy za matné ai stny.

« Pomoci mikrometrického Sroubu nastavite vinovolkwlél

» Zaradite kyvetu s porovnavacim roztokem. Ued® clonu (pé&a na levé strav
pristroje je v poloze ,0“) a potenciometrem ,0“ v pén hornim rohu nastavite na
ukazateli nulu na levé stradolni stupnice(nulova propustnost).

* Otevete clonu (p&a na levé strandole je v poloze ,/*) a potenciometrem ,100"
nastavite na dolni stupnici 100% propustnost.

e Hodnoty 0 a 100 je8tjednou pekontrolujete. Na ukazateli ponechate nulovou
hodnotu.

» Zaradite zkoumany vzorek. Ot@te clonu a nhorni stupnici odetitate zprava doleva
absorbanci. Pak @pclonu zavete.

* Pr vymeéné vzorki zaradite opt porovnavaci roztok a provedete kontrolu nulové a
100% propustnosti.
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Po ukorteni nefeni vylijete obsah kyvet do odpadni nadobky a kyvdbhe
(n¢kolikanasobmr) proplachnete destilovanou vodou. Pak je ZvewsuSite a dnem
vzharu postavite do misky&stou bunéitou vatou.

Nakonec vypnete transformator a spektrofotometoptipod sit.

Vychylkovy spektrofotometr Spekol
1 — drzék kyvet
2 — fotodetektor
3 — zdroj zéeni
4 — nastaveni vinové délky
5 — ovladani clony
6 — nastaveni 0% T
7 — nastaveni 100% T

Obsluha spektrofotometru Spekol 11

Tato verze spektrofotometru mé digitalni vystdpst&nou automatizaci ticich postup a wtsi

rozsah vinovych délek (340 az 850 nm).

Spektrofotometr fipojite k siti a zapnete hlavnim vypéesn vpravo dole. Diody nad
tlacitky blikaji. Vyckate asi 5 minut, pak stisknete ¢itko ,E* (absorbance,
v némeckém textuextinktion.

Jednu kyvetu naplnite porovnavacim roztokenietet ji zveri buniitou vatou a
suchou vlozite do pravého otvoru drzaku kyvet. Bwkyvetu naplnite zkoumanym
roztokem a vlozite do sousedniho otvoru. Kyvetyplg asi 5 mm pod horni okraj,
minimalni objem je asi v polovénnazngen slabou ryskou. Kyvety uchopte za matné
bo¢ni skény a zachazejte s nimi s maximalni opatrnosti.

Pomoci mikrometrického Sroubu se nastavi vinov&adéProoblast 340 - 620 nirse
tahlem z#adi fotocela ve simu modré Sipky, prooblast 620 - 850 nmse zaadi
fotocela ve sréru ¢ervenésipky.

Zaradite kyvetu s porovnavacim roztokem, stisknetéitkla ,R" a vyckate, az se na
ukazateli objevi hodnota ,0,000“. (Pokud se obj@FL" nebo ,-OFL", pozadate o
radu asistenta nebo laborantku.)

Zaradite kyvetu se zkoumanym vzorkem a na ukazatedtetd absorbanci. iP
vymeéng vzorki je t‘eba nastaveni nulové hodnoty zopakovat.

Po skoieni prace se obsah kyvet vylije dippavené odpadni nadobky a kyvety se
vymyji nékolikerym proplachnutim destilovanou vodou. Osu&izgerti a ulozi dnem
vzhiru na suchou buditou vatu.

Spektrofotometr se vypne hlavnim vypiae a odpoji ze sit
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Spektrofotometr Spekol 11
1 - sfovy vypin&
2 - nastaveni vinové délky
3 - tahlo gepinani fotodetektoru
4 - fotodetektor
5 - drzék kyvet

% o7 6 - digitalni ukazatel
[
: —zzz
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Stanoveni koncentrace
Spektrofotometrické stanoveni koncentrace rarta& provadt v zadsad dvojim zpisobem:

1. Metoda kalibraéni k¥ivky

Tato metoda se pouziva tehdy, nachazeji-li se kureee vzork v SirSim koncentimim rozmezi.
Pripravi se zakladni roztok, jehoz koncentrace §&ivnez pedpokladané koncentrace vzorkZ rého se
vhodnymiednim ziskaji kalibrani roztoky. Ri fedni se pouziva hll metody pravidelnéhorfrastku (nap.
1/10, 2/10, 3/10, ...¢wodni koncentrace zakladniho roztoku) nebo metamygmé (nap. zZ'edeni 3:1, 2:3,
1:2, 1:3, 1:4, apod.). Kalib¥ai roztoky se zpracuji stejnym igobem jako vlastni vzorky a zjisti se jejich
absorbance. Ziskané hodnoty se vynesou do grafesNa se nanese koncentrace kalimizh roztok ve
stejnych jednotkéch, jaké se pozaduji u viofkegastji v mol/l, mmol/l nebo g/l), na osy se nanese
absorbance. Btitka na osach se zvoli tak, aby vysledna katibirétivka svirala s osou thel giblizne 45°.
Déale je praktické zvolit dilky na grafu ve vhodnéuoneru k nandSené veiné (nag. 1 cm na os&
odpovida koncentraci 10 mmol/l, 1 cm na gselpovida absorbanci 0,01 apod.)

2. Metoda paralelniho standardu

Tato metoda je vhodna ¥ch pripadech, kde se koncentrace vZogohybuji v uéitém, pongrné
Uzkém rozmezi, coz je napoezné v klinické biochemii § analyze séra, mozkomiSniho moku a dalSich
télnich tekutin. V tomto fipad se fipravi standard, jehoz koncentrace obvykle odpowii@nalni hodnat
sledované slozky. Standard i vzorky se zpracujingte zpisobem a za stejnych podminek seé&dm
absorbance. Pak plati:

A,=¢€.¢q.|

A
Ag=€.Cy. | Odtud: =—
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17. Uloha:

Identifikace acidobazického indikatoru
pomoci absorp €niho spektra

Absorgini spektrum je zavislost absorbance na vinové délebo vingtu) swtelného zéeni. Obvykle
je to Kivka s jednim nebod&kolika maximy, jejichZ poloha je charakteristickéokazdou latku. Absotmi
spektra slouzi k identifikaci latek nebo ke korgrgéjich gistoty. Casto se pracuje v ultrafialové nebo v
infratervené oblasti, v niz zejména organické &miny davaji velmi bohata spektra s charakterigtiok
maximy, ktera odpovidaji jednotlivym vazbam a famlkn skupinam. Spektra se vyuzivaji &§zmych
oborech. Nap v organické chemiiip studiu struktury slozitych molekul, v analyticldemii @i studiu

stechiometrie kompld) ve farmacii pi kontrole €Ki a drog, v soudnim Iékstvi k pitikazu
karbonylhemoglobinu a v mnoha dalSich teoretickyaplikovanych oborech.

Provedeni:

Acidobazické indikatory jsou organicka barvivizmého slozeni, ktera émi svou strukturu (a tim i

zbarveni) v zavislosti na pH prostli. Ol formy maji ve viditené oblasti spektra charaktark® maximum,
které niize poslouzit k identifikaci indikatoru.

Na pracovnim stole mate roztok acidobazického giditu ve vod (pH = 7). Pomoci
roztoku kyseliny sirové nebo tetraboritanu sodngievedete indikator do kyselé, resp.
zasadité formy. Ve zkumavce ozeaéK smichate 1 ml vzorku a 1 ml roztoky$O,

(c =0,05 mol/l), ve zkumavc& smichate 1 ml vzorku a 1 ml roztoku 4830;

(c = 0,05 mol/l).

M¢reni spektra provedete na spektrofotometru Spekdbizlnavod k obsluze), jako
porovnavaci roztok pouZzijete destilovanou vodu. ¢dta absorbance v rozsahu
vinovych délek 400 az 700 nm. Hodnoty budete plgravlySovat po 20 nm, v oblasti
maxima zvolite intervaly mensi (10 nm, v oblasthalu 5 nm).

Na milimetrovy papir nanesete na osdnovou délku (1 cm na grafe 20 nm), na osu
y nanesete nalezenou absorbanci. Body plynule spdjiskate absotmi spektrum
indikatoru, v @mz odeétete polohu maxima (v nm).iKku pro kyselou a zasaditou
formu narysujte do jednoho grafu odliSnymi barvami.

V atlasu spekter vyhledate indikator, jehoZz maxiseapro ob formy nachazeji ip
stejnych vinovych délkach jako u vaseho vzorku.

K protokolu gilozite graf a uvedete nazev indikatoru.

Pouzité roztoky acinidla:

1. Kyselina sirova (c = 0,05 mol/l), pH = 1

2. Tetraboritan sodny (c = 0,05 mol/l), pH = 9,2
3. Roztoky acidobazickych indikafove vod

18. Uloha:

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace iont U méd’natych

Hydratované ionty [Cu(kD),]** jsou modré, ale pro fotometrické stanoveni je wharveni malo

intenzivni a musi byt zvyrazno vhodnyméinidlem. Tim nméize byt roztok amoniaku, ktery davasytodry
tetraamminmdd’naty komplex.

[Cu(H,0)]* + 4NH - [Cu(NH)J* + 4HO
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Stanoveni koncentrace provedete pomoci kalitirkivky. Redénim roztoku o znamé koncentraci
vytvotite nskolik kalibragnich roztok a prongtite jejich absorbancefipoptimalni vinové délce (maximum
absorgniho spektra). Funkci A = f(c) vynesete do grafimz sowasré prowiite platnost Lambertova-
Beerova zakona. Grafickym vyjgghim musi byt ¥mka prochazejici p@tkem. Z kivky odestete
koncentrace zkoumanych vzdrk

Provedeni:

* Do stojanku si pipravite suché zkumavky a ozifie cisly:
0: porovnavaci (slepy) roztok
laz 10: kalibréni roztoky

* Podle tabulky si fpravite kalibr&ni roztoky rednim zakladniho roztoku vodou.
Zakladni roztok obsahuje 25 mmol Tl Na presném pipetovani velmi zalezi.

Cislo roztoku Zakladni roztok 1D c(Cu™)
- mi mi mmol/l
1 0,5 45
2 1,0 4,0
3 15 3,5
4 2,0 3,0
5 2,5 2,5
6 3,0 2,0
7 3,5 15
8 4,0 1,0
9 45 0,5
10 5,0 -

* Nyni pfidate ke vSem Kkalibtmim roztokKim 5 ml roztoku amoniaku. PouZijte
automaticky davkova

e Souwasre si pipravite porovnavaci roztok smichanim 5 ml vody @l5amoniaku a
také roztoky vzork (5 ml gredloZzeného vzorku smichate s 5 ml amoniaku).

» VSechny roztoky promichate opakovanyieyacenim zkumavek. Nechate 10 minut
stét.

* Vyhledate optimalni vinovou délku. &eni provedete na spektrofotometru Spekol (viz
obsluha pistroje):

Ze vzorkudislo 5 odlijete paebné mnozstvi do jedné kyvety a druhou naplnite
porovnavacim roztokem. Vlozite do spektrofotometruzjistite absorbance pro
vinové délky 450, 500, 550, 600 a 650 nm. Podésim mefenim v okoli maxima
zZjistite optimalni vinovou délku,ipniz provedete ®teni kalibr&ni kiivky.

* Nastavite zji&tnou vinovou délku a proti porovnavacimu roztokunpttite postupg
vSechny kalibrani roztoky i gipravené vzorky.

« Kalibra¢ni kiivku narysujete na milimetrovy papir. Na ogunanesete koncentraci
c(CU/") v mmol/l, na osly nanesete zjishou absorbanci a nalezenymi body proloZite
piimku. VSechny body by &y lezet na pimce. Odchylky mohou byt #Zgobeny
chybami a nefesnosti fi ptipraw roztoki, neba@ podminky platnosti Lambertova-
Beerova zdkona nebyly poruseny.

» Zkalibrani kiivky odectete koncentracifigdloZzenych vzonk

» Kalibraeni kiivku a vysledky piloZite k protokolu.

Pouzité roztoky acinidla:

1. Z&kladni roztok Cii(c = 25 mmol/l): 6,25 g CuSQ 5 H,0 rozpustit vodou na 1 | roztoku
2. Amoniak (c = 3 mol/l)

3. Destilovana voda

48



Refraktometrie

Prochazi-li s¥telny paprsek witym prostedim, gekonava odpor, ktery mu prosdi klade.
Velikost odporu je zavislad na optické hustprostedi (sloZzeni a koncentraci roztokuYePhazi-li paprsek
z jednoho prosedi do druhého, #mi se na rozhrangthto prostedi jeho pitnikova rychlost a tim i sin
pronikani. Paprsek se lame. Ramychlosti v prvém (9 a druhém pro#tdi (¢) se nazyvdndex lomu (n).

—_ Cl

C,

Rychlost ptiniku vSak nelze v praxi dost digbneiit, proto se index lomu vyjd&dje pomoci poréru
sinu Ghlu dopadu v prvnim prastli (sina) ku sinu Ghlu lomu ve druném prissdi (sinB). Uhly se ndii ke
kolmici vztyéené na rozhrani prasti.

sina
n=—
sinB

Index lomu je funkci aditivni, tzn. Ze vysledna hoth je sottem dikich hodnot vSech
rozpustnych slozek v roztoku. Iips tuto nevyhodu je &feni indexu lomu v analytice vyuzivano. Vyhodou
je, ze vzorek nenii¢ba ged nE¥fenim zvla§ upravovat, jeho mald sgeba, rychlost a jednoduchost
provedeni. V klinické biochemii se metoda vyuZiwagpanoveni koncentrace plasmatickych bilkovin a to
zejména vdch piipadech, kdy jde o pbézné sledovani tby. Na refrakci se podileji i ostatni slozky plasmy
(zejména cholesterol, glukosa adowina), coz nize zkreslit vysledek, pokud dochazi k vykpv od jejich
béznych koncentraci. V tontipac je vhodrjsi zvolit jinou metodu, nap spektrofotometrii (BIO-LA-test).

Obsluha refraktometru (Zeiss Jena, typ Abbé)

* Lampu refraktometru zapojite dossé#t zrcatkem gédite os¥tleni.

* Obsluhu si nacvite s destilovanou vodou. Odklopite hranol a ponséiciky nanesete
nekolik kapek destilované vody tak, aby byl povrchrwlu zcela zviten.

* Hranol uzavete a pozorujete obraz v okularu. Pokud je rozhbamévné, ot&enim
postranniho Sroubu na praveé strakistroje nastavite pouzernobily rozdil.

e Pomoci Sroubu vlevo posunete rozhrani dedst nitkového ¥ize a v levém okularu
odetete index lomu vody (1,333).

» Pak odklopite hranol, destilovanou voduilpes otiete kouskem bugité vaty a niZzete
pristoupit k vliastnimu rreni.

Zorné pole
refraktometru
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19. Uloha:

Stanoveni koncentrace plasmatickych bilkovin refrak tometricky

* Na hranol refraktometru nanesete pomoci automatmkéty kapku standardniho
roztoku séra a zétite jeho index lomu. Pak sérum z povrchu hranottet® nanesete
vzorek (pouzijete novou Sfku!) a ogEt znetite index lomu.

» Koncentraci vzorku zjistite pomoci kalilsrd kiivky. Do stojanku si fipravite
ocislované, suché (!) malé zkumavky a podle tabulynith napipetujete standardni
sérum. Po vyrn¢ Spiky napipetujete fyziologicky roztok a obsah ve zliawkach
protr‘epanim promichate. Zffite index lomu vSech kalib¥aich roztok a zapiSete do
tabulky.

» Pro sestrojeni kalibtai kiivky pouzijete hodnoty indexu lomu pro destilovanmmdu,
pro standardni roztok a dale pro kalibra roztoky (osay), na osux nanesete
koncentraci (g/l). B konstrukci Kivky je treba zvolit na osach vhodn&ttika tak, aby
vysledné pimka svirala s osoxithel giblizn¢ 45°.

» Z kalibratni kiivky ode&itete koncentraci plasmatickych bilkovin kegdloZzeném vzorku
a porovnate je s normalnimi hodnotami. Snizeni gpypteinemie) byva né&psgji u
onemocgni ledvin a u &Zkych poruch jaternéinnosti. Zvyseni (hyperproteinemie)
doprovazi stavyévké dehydratace organismu a ré¥mektera nadorova onemodmi
(nag. myelom).

Normalni hodnoty: 62 - 82 g/l

Cislo roztoku Standard | Fyziologicky r.| Zredni Koncentrace Index lomu
(ml) (ml) bilkovin (g/l)
1 0,05 0,20 1:5
2 0,05 0,15 1:4
3 0,05 0,10 1:3
4 0,10 0,10 1:2
5 0,10 0,05 2:3
6 0,15 0,05 3:4
7 0,20 0,05 4:5

Pouzité roztoky acinidla:

1. Standardni roztok bilkovin

2. Fyziologicky roztok (9,0 g NaCl/l)
3. Vzorky séra
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Polarimetrie

Latky, které se nazyvafipticky aktivni, maji schopnost ot&t rovinu polarizovaného &tla. Jsou
to wtSinou organické slaeniny, které maji ve své molekule asymetricky uhble pati sem ifada
anorganickych latek s asymetrickou molekulou a &éwsechny krystaly s vyjimkou krychlové soustavy.
V dalSich Gvahach se budeme zabyvat pouze roztoky.

Podle smyslu oté@ni se rozéluji opticky aktivni latky napravotodivé (+) alevototivé (-). Uhel
otoceni souvisi se strukturou latky a je zavisly nakencentraci. Konstanta charakterizujici kazdotictyp
aktivni latku se nazyvanérna otacivost. Je to Uhel ofieni roviny polarizovaného &tla pii jednotkové
tlou&’ce vrstvy roztoku (1 dm) afip jednotkové koncentraci (1 g/ml). Profggna nifeni je nutny
monochromaticky zdroj $tla, nefasgji se pouziva sodikova vybojka (dublet D). Eést je zavisla i na
teplog, bszng se uvadi pro 2. Hodnoty nérnych ot&ivosti [0]p?° se uvadji v tabulkéch.

Méfeni optické ot&ivosti se provadi na polarimetrechi Rjich konstrukci se vyuziva dvojlomu
islandského vapence vhadmabrouSeného do tzv. nikolu. Naomdochéazi k roz8peni zéeni na paprsek
fadny a mimeadny a sotasré se oba paprsky polarizufadny paprsek je pohlcgernym obalem nikolu,

k méteni se vyuziva pouze paprsek middny. Prvni nikol je pevny a nazyva se polarizdbouhy nikol
(analyzétor) je otiny a dopadé nagpzateni proslé kyvetou s opticky aktivni latkou. Jelé&enim se
kompenzuje opticka aktivita zkoumané latky. Zet&fi€ho Uhlu otdeni roviny polarizovaného &tla je
mozno vypditat latkovou koncentraci opticky aktivni latky @ztoku.

c=——"——[1000 [mol/],
[a]D Yy
kde je a nalezeny Uhel oteni (ve stupnich)
[a]p® ... mérna otéivost
I délka kyvety (v dm)
M molarni hmotnost (v g/mol)

Obsluha polarimetru (Zeiss Jena)

» Zapnete sodikovou vybojku a nechate ji asi 5 mudkit, aby se ustalil sitelny tok.
* Naplnite iérnou trubici (kyvetu):

Trubici na jedné stranotewete, opatrés sejmete sktko a naplnite destilovanou
vodou (pouzijte s$téku) tak, aby se nad hornim okrajem vyiVaneniskus, ktery
.Sefiznete” suchym skikem. Pak trubici uzaete a peswdcite se, zda se uviit
nevytvdily vzduchové bubliny. Pokud se objevi, musiteépinzopakovat a bubliny
odstranit.

* Trubici otrete a suchou vlozite do tubusu polarimetru. Z&esbkular a zkontrolujete
nulovou hodnotu. Na stupnici s noniovyngiiitkem na levé stranpristroje nastavite
Ghel 0,06 a @i pohledu do okularu pozorujete jednotné zorné peleéémzZ nejsou
patrné zadné rozdily mezi jednotlivymi deeni.

Zorné pole
polarimetru
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* Vodu vylijete do pipravené odpadni nadobky, trubici vyplachnete makhjinozstvim
vzorku a pak naplnite vzorkem podle vySe uvedempéstupu.

e Suchou trubici vlozite do tubusu a v okularu poptei kruhové pole roztené
sttednim pruhem na G&e rizné intenzity (obr. A). Sroubem analyzatorud&ta tak
dlouho, az se intenzita &elného pole v3ech G&evyrovna (obr. B). Uhel ot®ni se
odeite na stupnici. Na levé strase oditaji celé stup#& na noniovém ritku vpravo
desetiny a setiny. Odgani na stupnici usnédje zabudovana lupa.

20. tloha:

Stanoveni koncentrace glukosy v mo  €i polarimetricky

Cukry (monosacharidy, disacharidy a oligosacharidyji ve své molekule alespojeden tzv.
asymetrickyn uhlik, ktery vaz&yii rizné substituenty. Molekula tim ztraci jakykoliv pkvsymetrie a otd
rovinu polarizovaného $tla. Toho se vyuziva ke stanoveni koncentrace.

Polarimetrického stanoveni koncentrace due nejvice vyuziva v potravireké chemii, v klinické
biochemii Ize tuto metodu vyuzit pro stanoveni glefxv m@i pfi glukosurii. Vzorek méi pro toto n&teni
musi bytciry a bezbarvy. Upravuje se deptji prottepanim s vhodnym adsorbentem a naslednou filtraci
nebo centrifugaci. Jako adsorbent seé¢d&lo aktivni uhli nebo fipravek na béazi hydroxidu hlinitého
(ALBIL), vyrakeny specials pro tyto &ely. Vysledek mohou ovlivnit ¢které dalSi fitomné cukry, nap
galaktosa, sacharosa, fruktosa, pentosy, aj. &dvitkoviny (proteinurie). | fes tato omezeni Ize v praxi
polarimetrii vyuzit zejména pro sledovaniapthu a l€by chorob, které jsou provazeny poruchami
sacharidového metabolismu. Hodnoti se rozdil memastvim sacharid piijatych potravou a mnoZstvim
nezuzitkované glukosy vyléené mei za 24 hodin (tzv. sacharidova tolerance).

Provedeni:

* Na pracovnim stole matefipraven roztok glukosy imitujici upraveny vzorek #no
pacienta s glukosurii. Mate ziit optickou ot&ivost a vypgitat koncentraci fitomné
glukosy (v mmol/l).

M(glukosa) = 180,2 g/molpf]p*°= +52,8

Pouzité roztoky
1. Destilovan& voda
2. Upraveny vzorek nio (imitace)
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21. tloha:

Kyselina L-askorbova (vitamin C)

Kyselina L-askorbova je sacharidovy derivat odvgzeod kyseliny L-gulonové. Endiolové
hydroxyskupiny na uhlicich C(2) a C(3) igwbuji jeji kysely charakter (pk=4,2) a silné redwhi
vlastnosti (5 = 0,08 V). Se svym oxidgaim produktem, kyselinou L-dehydroaskorbovou,itvw@doxni
systém, ktery $ biochemickych reakcichéinkuje jako neenzymovyipnasSé vodiku.

1. Reduk €ni vlastnosti kyseliny L-askorbové

a) Redukce F&" kyselinou L-askorbovou

Kyselina L-askorbové redukuje Zelezité ionty nkezeaté (= 0,77 V), které poskytuji s roztokem
hexakyanozelezitanu draselnéhogsytodré zbarveni tzv. berlinské nibéviz Prakticka cvieni z lékaské
chemie 1). Zelené zbarveni reak snési neni pozitivnim vysledkem.

Provedeni:

* Do tti zkumavek fipravte reakni snes podle tabulky.

zkumavka 1 2 3
roztok Fé* (c = 0,4 mmol/l) ml 1 - -
roztok F€" (c = 0,4 mmol/l) ml - 1 1
roztok kyseliny askorbové  nl - 1 -
destilovana voda npl 1 - 1
roztok Ks[Fe(CN)] mi 3 kapky 3 kapky 3 kapky
zbarveni

* Pozorujte, ve kterych zkumavkach dojde k pozitiveakci, vysledky zapiSte do
tabulky.

b) Redukce Fehlingovatinidla kyselinou L-askorbovou

Kyselina L-askorbova redukuje kompleéxmdzany kation md’naty na oxid rsd’ny (B = 0,17 V)
mnohem snéze nez glukosdi kazu glukosy Fehlingovyriinidlem je nutno realni snes zalfat k varu,
zatimco kyselina L-askorbova reaguje jiz za studé&eato rozdil v podminkach reakce umoje rozlisit gi
kvalitativnim dikazu redukujicich latek v nip zda je v meoi piitomna glukosa (glukosurie) nebo jiny
monosacharid (glykosuri€) jde o kyselinu L-askorbovou, ktera se dodngyloucila po nadmirném gijmu
vitaminu C.

Provedeni:
* Do dvou zkumavekijpravte reakni snes podle tabulky

zkumavka 1 2

Fehlingiv roztok I~ (ml) 1 1

Fehlingiv roztok Il (ml) 1 1

roztok kyseliny L-askorbové (ml) 1 -
roztok glukosy (ml) - 1
vysledek

* Obsah obou zkumavek di@ promichejte a pozorujte, ve které zkumavce dojde
k redukci Fehlingovaiinidla za studena. Pak zkumavku 2 izgte k varu. ZapiSte
vysledky do tabulky.
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2. Stanoveni ekvivalentu kyseliny L-askorbové

Titragni stanoveni kyseliny L-askorbové je zaloZzeno rja geadné oxidovatelnosti za vzniku
kyseliny L-dehydroaskorbové. Jako oghmeé ¢inidlo se pouziva roztok sodné soli 2,6—dichloriemnfenolu
(Eo = 0,22 V), ktera je v neutralnim a alkalickém piedi modra. Redukci kyselinou L-askorbovdaghazi
na bezbarvou leukoformu. Bod ekvivalence j&ear fizovym zbarvenim titrovaného roztoku, protoze
nezredukovana sodnél 2,6-dichlorfenolindofenolu je v kyselém preti izova:

o= C O=C
C | C

i, O —_— ¢=0 + O
H— C H— (I:
HO— C H HO— C H

CH OH CH ,OH
kys. L-askorbova 2,6-dichlorfenolindofenol kys. L-dehydroaskorbova leukoforma

modra bezbarva

Provedeni:

* Do titratni baiky napipetujte 2 ml roztoku kyseliny L-askorbové.

» Titrujte odngrnym roztokem sodné soli 2,6-dichlorfenolindofen¢du= 1 mmol/l) do
razového zbarveni.

» Titraci provel'te fikrat a vyp@itejte pamérnou spatebu odmnérnéhocinidla.

+ Ziskané hodnoty zapiSte do tabulky a Wipgte ekvivalent kyseliny L-askorbove
(2 ml odneérnéhocinidla = ? mmol kys. L-askorbové = ? mg kys. L-aflavé). Udaj
pouZijte v nasledujicich vygtech. M (kys. askorbova) = 176,1 g/mol

spotebacinidla (ml) \ |

primérnd spoteba (ml)
mmol kys. L-askorbové ve 2 ml

ekvivalent kys. L-askorbové 1 thidla = mmol = mg

3. Stabilita kyseliny L-askorbové

Kyselina L-askorbova je v kyselém priesti pongrné stala, ale itomnost i malého mnoZzstvi
kovovych ionfi, nag. F€*, CU*, nebo zvySena teplota katalyzuji jeji oxidaci vamim kyslikem za
souwasného vzniku peroxidu vodiku.

a) Katalyza oxidace kyseliny L-askorbové ionty F&

» Do titratni baiky odpipetujte 2 ml roztoku kys. L-askorbovéidejte 0,5 ml chloridu
Zelezitého (c = 4 mmol/l), promichejte a nechté Stdinut.

e Po 5 minutach ztitrujte odkmym roztokem dotrzového zbarveni.

» Ze spoteby odnérnéhocinidla, stanoveného ekvivalentu a vychozi koncematriays.
L-askorbové vypditejte jeji procentudlni Gbytek v roztoku pisd@ni ionti Fe*

* Vysledek zapiSte do tabulky.

b) Sledovani stability roztoku kyseliny askorbové pi zahiivani

» Do kalibrované zkumavky odétte 5 ml roztoku kys. L-askorbové, asti zkumavky
uzawete hlinikovou folii a zalivejte 15 minut ve vrouci vodni lazni.

e Zkumavku s roztokem nechte ve stojanku vychladreoyiak dopite destilovanou
vodou na pvodni objem 5 ml. Promichejte.
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* Odpipetujte 2 ml tohoto roztoku do titra baiky a titrujte odndrnym roztokem do
raizoveho zbarveni.

» Ze spoteby cinidla, stanoveného ekvivalentu a koncentrace vgittm roztoku kys.
L-askorbové vypeitejte jeji procentualni Ubytek po pdeai.

* Vysledek zapiSte do tabulky.

po gidani F€* | po povéeni

spoteba odndrnéhocinidla (ml)

mnozZstvi kys. L-askorbové ve 2 ml roztoku (mmo
Ubytek kys. L-askorboveé ve 2 ml roztoku  (mmo
Ubytek kys. L-askorbové (%)

— [~

4. ,Satura €ni test”

Kyselina L-askorbova (vitamin C) jetitiné redukni ¢inidlo, na kterém jsou zavislé hydroxytd
reakce, nap pii syntéze kolagenu. Nizk& saturace organismu vitamiC je povazovana z&é§nu zvySené
vhimavosti Wici infekcim, obecny vyznam této latky vSak zatimingspokojiv vyswtlen.

Prekursorem kyseliny L-askorbové je u rostlirgktarych ziv@ichi kyselina L-gulonova (vznika
z kyseliny D-glukuronové). Pro primatyd@etre ¢lovéka) a motata, ktéi nejsou schopni kyselinu
L-askorbovou syntetizovat, je tato stemina vitaminem.

Lidsky organismus ma velkou gebu vitaminu C (dern50 — 75 mg), péemz zasobdini 1,5 g
(nejvice v nadledvinach). Proto je nutny trvalyivpd potravou, pedevSim rostlinnou. Rozhodujicim
potravinovym zdrojem je kyselé zeli, brambory aeaio

V tomto pokuse je sledovana saturace organismamiiiem C stanovenim mnozstvi kyseliny
L-askorbové vylotené maéi béhem 3 hodin po vypiti 1 g této latky. Organismusgéurovan vitaminem C,
vylouéi-li se kehem tihodinové periody vice nez 50 mg kyseliny L-aska¥o

Pro zvySeni stability kyseliny L-askorbové je dimutno okyselit, v konsém objemu mé& ma byt
5% (objemovych) kyseliny octové.

Provedeni:

» P¥i zahgjeni testu (po vynieni) vypijte 1 g kyseliny L-askorbové (2 tabletyriuého
Celaskonu) rozpu&té v 200 ml vody.

* Pfesrt po ftech hodinach od vypiti roztoku se vy&t® a objem mée zneite
v odmerném Vvalci (95%).

* Vypocitejte objem odpovidajici 100% a dod prisluSnym mnoZstvim koncentrované
kyseliny octové, promichejte. Celkovy objem okysélen@e zapiste do tabulky.

» Zjistéte, zda je ptomnost kyseliny L-askorbové prokazatelna Fehlimgozkouskou
(dle navodu 1.b). Vysledek zapiste do tabulky.

» Pro stanoveni kyseliny L-askorbové v ¢&nodpipetujte 2 ml okyselené ricdo titracni
baiky.

e Titrujte odnernym roztokem do ttZového zbarveni. Spatbu odmdrného cinidla
zapiste do tabulky.

» Ze spoteby odnérnéhocinidla, stanoveného ekvivalentu kyseliny L-asko®d@v mg)
a objemu okyselené niovypocitejte celkové mnozstvi kyseliny L-askorbové (v mg)
vylou¢ené Ehem 3 hodin. Vysledek zapiste do tabulky.
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* Zhodna’te saturaci organismu vitaminem C.

objem okyselené néo  (ml)

Fehlingova zkousSka
spoteba odndrnéhocinidla  (ml)

mnozZstvi kys. L-askorbové ve 2 ml teo (mgQ)
celkové mnoZstvi kys. L-askorbové (mg)

saturace organismu

5. Stanoveni koncentrace vitaminu C vovocné S taveé

» Do titratni baiky odpipetujte 2 ml ovocnétdvy (10x Zedkné vodou) a titrujte
odmernym roztokem dotrzového zbarveni.

» Ze spoteby odmérného roztoku a stanoveného ekvivalentu kyselingskerbové
(v mg) vypaitejte koncentraci vitaminu C véexkné ovocnétawe (v mg/l).

» Ziskané udaje zapiSte do tabulky a porovnejte geddayrobce.

spoteba odndrnéhocinidla (ml)

mnoZstvi kys. L-askorbové ve 2 ntezEné $avy (mg)
koncentrace kys. L-askorbové viedné §avwe (mg/l)
koncentrace kys. L-askorbové vévpdni §aw  (mg/l)
Udaj vyrobce (mg/l)

Pouzita literatura:
Bubnova E., Buginska A., Kemen J., $tbrna J.: Prakticka c¥#eni z |ékéské chemie a biochemie llI.,
Karolinum, Praha, 1998

Pouzité roztoky &inidla:

. Kyselina L-askorbova (c = 1,25 mmol/l v 5% kgstove)

. FeSQ (c = 0,4 mmol/l)

. FeC} (c = 0,4 mmol/l)

. FeC}t (c =4 mmol/l)

. K3[Fe(CN)] (c =0,1 molll)

. Glukosa (c = 1,25 mmol/l)

. Fehling I (70 g CuSg{rozpustit vodou na 1 | roztoku)

. Fehling Il (250 g NaOH a 350 g vinanu sodnaséi@ho rozpustit vodou na 1 | roztoku)
. Titraéni roztok (sodnéis 2,6-dichlorfenolindofenol, ¢ = 1 mmol/l)
10. Kyselina octova (konc.) Pozor, Ziravina!

11. Ovocnat&va

OCO~NOUILAWNPF
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Potenciometrie

Potenciometrické metody jsou zalozeny ngeni potencialového rozdilu merdika éni (mérnou)
areferentni (srovnavaci) elektrodou. Zifeny potencialovy rozdil fize byt vyuZitp#imo, nag. pro zjiseni
koncentrace vodikovych iaint(pH) nebo (s pouzitim iontévselektivnich elektrod) fady dalSich iorit
V nepfimych metodach se vyuziva potenciometrickyctiemi pro dely tzv. potenciometrické titrace.

Pondime-li kovovou elektrodu do roztoku, ¥mz jsou rozpughy ionty tohoto kovu, rive dojit
ke dwma djim. Atomy kovu se snazi z povrchu elektrodgghazet v podabionti do okoli, na elektrogl
se zvySuje hustota elektribm po dosazeni rovnovahy zisk& elektrotié voztoku ukity zaporny potencidl.
Kationty z roztoku se také mohou vyhvat na elektrotljako atomy, ficemz hustota elektrégmna elektrod
klesd a po dosazeni rovnovahy ziska elektroili roztoku naopak uity kladny potenciél. Velikost
potenciélu zavisi nashkolika faktorech, avSak z hlediska analytické crene nejdlezitéjSi zavislost na
koncentraci iont v roztoku. Hodnotu potencialu IzegitrpomociNernstovy rovnice

E=E,+ RIT Ean(Me”*),
n [F
kde E je potencial elektrody (ve voltech)
E, je standardni elektrodovy potencial (c(Me= 1 mol/l, t = 25C)
R je molarni plynova konstanta (R = 8,314 3nol™)
T je teplota (v kelvinech)
n je iontovy naboj (p&et uvohovanych elektroin)
F je Faradayova konstanta (F = 96 487 C ol

c(Me™) je latkova koncentrace ianMe™ (v molll)

Potencial elektrod nelzedtit piimo. Postupuje se proto tak, Ze s&fimozdil
potenciali mezi elektrodou indikmi a elektrodou referentni, jejiz potencial je ystal
nezavisly na koncentraci iant roztoku.

\ Jako standard pro vzajemné srovnani standardniengab raznych elektrod
ﬁ,______f (E) byla zvolena tzvstandardni vodikova elektroda kterou gedstavuje platinovy
pliSek pokryty platinovowerni, syceny za dané teploty plynnym vodikem pa#etin
0,1 MPa a pon@ny do roztoku vodikovych ioinb latkové koncentraci 1 mol/l. Potencial
této elektrody ma dle konvencé @5°C hodnotu 0,00 V.
K méteni rozdilu elektrodovych potendia(tj. elektrického nagti) se pouzivaji
milivoltmetry s vysokym vstupnim odporem.

,\ Pristroje pro mifeni pH se nazyvajpH-metry, které maji krord stupnice

cejchované v mV i stupnici v jednotkach pH vzhledeplatnosti vztahu:
I E=k.pH
Pro meéteni koncentrace iofitse pouzivajionometry, kde je kromd stupnice vmV i
stupnice pro stanoveni jednotlivych iorfkationti i anionti). Fristroje se vyralji v analogovém i digitalnim
provedeni. Vzhledem k zavislosti elektrodového poi@u na tepldt jsou rékteré [Fistroje vybaveny
teplotnime¢idlem pro automatickérppaiitani hodnoty na Udaj odpovidajici’®s

Nezbytnou sotésti vSech fistroji jsou elektrody, kterym je teba ¥novat velkou pozornost a
pravidelnou p&, nebd praw s nimi jsou spojeny n&hsgjsi priciny poruch, nefesnosti a zkresleni
vysledki.

Mérné elektrody

U nmernych elektrod je, jak vyplyva z Nernstovy rovnigegtencial zavisly na koncentraci iént
v roztoku. Vodikova elektroda je vzhledem k rdmé@mu provedeni a slozité obsluze przria nEieni
nevhodna. Rowt dalSi elektrody zaloZzené na redoxnic}jiath (antimonovda, chinhydronovd) se dnes
pouzivaji jen vyjiméng.

V sowasnosti najastji uzivanou elektrodou pro &eni pH a pro neutralizai potenciometrické
titrace je elektrodaklenénd. Postaveni této elektrody je pdmd vyjime&né, neb6 u ni vznik potencialu
neni vysledkem jen redoxnickjd, nybrz i &ji membrano¥ vymennych, které probihaji v zavislosti na pH.
Je dodavana spolu ggsnymi Udaji o jejich vlastnostech a s pokyny pidcpa Udrzbu. V podstaje to mala
skleréna bdika (piimér 7 az 12 mm) zhotovena ze specialniho skla, dzasahuje #tbrna elektroda na
povrchu pokryta vrstékou AgCl. U vysokoohmové elektrody je k@ naplgna roztokem HCI
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(c =0,1 moll), u nizkoohmové elektrody pufremoslhotou pH mezi 4 az 8. Vzniku potencialu bylo
vénovano mnoho pozornosti a byla vyfeaatrada teorii. Potencial je zavisly na v§mmych a difaznich
pochodech aipjistém zjednoduSeni Izici, Ze se vytv pii vyméneé sodnych ioni ze skla za vodikové
ionty z roztoku. Aby k iontovym vysmam doslo, musi byt elektroda stale vihka (ve sidiky se vytvéi
gel), a proto je nutno elektrodu chraniegd vyschnutim. Elektroda s€4m pouZiva v rozsahu pH 2 az 12,
v silné kyselé oblasti se projevuje tzkysela (negativni) chybav silné alkalickych roztocich vznika
alkalicka (pozitivni) chybaOke chyby souviseji s vlastnostmi skla a povahou prajidéich pochoil
Zivotnost dobe udrzované elektrody se pohybuje okolo 1 aZ 2 let.

o O© O

Srovnavaci
(kalomelova;
elektroda

)

Sklenéna
elektroda Otvor pro vyrovnani tlaku

& 3 doplnéni elektrolytu

W) Kalomel

(Hg, Hg2CI2, KCI)

Q

Bézné sklo |

Stribrny drat

poknyty AgCl - I roztokkar schéma pH-metru se skigou a
0,1 MHCI nebo pufr - 7 8 W kalomelovou elektrodou

Roztok “~——x—Diafragma
H+ citlivé sklo-

Srovnavaci elektrody

Nejcastji se pouziva elektrodkalomelovd kterou sestavil a popsal W. Ostwald jiz v roc®0.8
Elektroda je tvéena rtuti, chloridem rtinym (kalomelem Hg,Cl, a roztokem KCI (n€psgji se pouziva
nasyceny roztok). Vodivé spojeni gimnym roztokem je zprastdkovano diafragmou. Elektroda ma staly
potencial + 0,241 V ({25°C).

Kromé kalomelové elektrody se v praxi pouziva r&&nelektrodaargentchloridova, tvorena
stiibrnym pliSkem nebo dratkem pokrytym chlorideniibshym v roztoku chloridu draselného znamé
koncentrace. Potencial elektrody s nasycenym renoKCl je +0,197 V (f 25°C).

V ptipadech, kdy H méreni vadi chloridové ionty, které mohou difundovaiektrody kalomelové
nebo argentchloridové, se dopéuje pouzit elektrodumerkurosulfatovou (rtut v nasyceném roztoku
Hg,SO; s elektrolytem KSQy). Potencial této elektrody nema poZadovaniasipost, hlavnim zdrojem chyb
je hydrolyza siranu rtiného v roztoku KSQy,. Proto byva #ékdy siran draselny nahrazovan roztokep$,

(c = 1 mol/l), ale ani pak nejsou vysledky vyréepsi. Potencial merkurosulfatové elektrody je65@, V
(nasyceny roztok §SQ,), event. +0,680 V (s kyselinou sirovou) p5°C.

Kombinované elektrody

Z praktickych dvodi jsou casto nérna a
srovnavaci elektroda spojeny do jednoho celku. T
elektrody se nazyvaji kombinované a dosahuji ste

piesnosti a citlivosti jako odteny elektrodovy systém. . Plnici otvor
¥ i A i 2d4 Srovnavaci elektrolytu
Narr.v p!—l komblnovalja elektroda se tegjtji sklada ze ok —H srovn. aiskirody
sklerené a kalomelové elektrody. | |
. Elektrolyt
Mikroelektrody srovn. elektrody — /, Elekirolyt
,V sowvasnpsu jsou vyrémy i specialni el,ektrody f\ A mémé elektrody
pro mald mnoZzstvi vzorku (20 — 0 a pro néteni za Stiibrna elektroda
anaerobnich podminek. Jimi jsou vybavenyinapecialni s vrstvou AgCl
piistroje pro nteni pH krve.
A Diafragma
Mgfici barika

schéma kombinované pH-elektrody
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22. tloha:

Potenciometrické m éreni pH

K uréeni pH Ize pouzit velmi jednoduché metody (indikét@ papirky, kolorimetrické metody),
avSak pro exaktni praci jggsnostdchto stanoveni nedostate. Proto jsou laborate vybavenypH-metry,
jimiz 1ze dosadhnoudzre presnostit 0,01 pH, u drazSichiistroja i vySsi.

Pii potenciometrickém #feni pH se provede nejprve kalibrace pH-metru, gakskuténi vlastni
meteni. Kalibrace pH-metru, pii niz se déma hodnotam naji naneieného pi pouziti kalibra&nich pufit
pritadi FisluSné hodnoty pH (plati pro dvoubodovou kalibrasé uskuténi ve dvou krocich. Nejive se
provede kalibrace naulovy bod elektrodyPouzije se pufr s hodnotou pH, kterd se shodbgdsotou pH
vnittniho pufru skle#éné elektrody (népstji pH =7). K nastaveni ifslusné hodnoty pH se pouzije
potenciometr ,BUFFER", tim se eliminuje tzv. asynmly potencial (charakteristicka hodnota kazdé
elektrody, ktera udava rozdil mezi teoretickou atainé ustavenou hodnotou elektrodového potencialu). Pak
se pouzije druhy pufr, pomoci kterého se potencimme,SLOPE" kalibruje strmost (zavislost napti na
pH). Hodnota pH druhého pufru se voli s ohledenotekavané hodnoty pH &fenych vzork, negastji
pH =4 (pro kyselou oblast) a pH =9 (pro zasadivblast). Po kalibraciifstroje se pak provadilastni
méreni pH.

Provedeni:

Kalibrace pH-metru:

e Seznamite se s nAvodem k obsluze pH-metru a figkedtlivych ovliadacich prik

» Zkontrolujete pipojeni elektrod, zapojiteristroj do si¢ a zapnete hlavni vypitia

» Pripravite ristroj k méteni a vykate asi 10 minut ptgbnych k ustaleni vstupnich
hodnot.

e Mezitim si orientané (pomoci indikatorovych papiik zjistite pH pedloZzeného
vzorku. Podle toho zvolite druhy kalilérd roztok.

* Do kadinky nalijete prvni kalibtai pufr (pH = 7), vyjmete elektrody z ochranného
krytu, stickou s destilovanou vodou oplachnete, opatotrete buniitou vatou a
pondite do kalibr&niho roztoku. Elektrody se nesmi dotykat dna am k&dinky.

» Podle ndvodu k obsluzéiptroje provedete nastaveni pH (nulovy bod).

* Elektrody vyjmete, sickou s destilovanou vodou oplachnete atolehce otete.
Kalibracni roztok vratite z§t do zasobni lahuky.

* Do cisté kadinky nalijete druhy kalib¢ai roztok (pufr pH = 4 pro kyselé vzorky, pufr
pH = 9 pro zasadité vzorky) a elektrody ptiteodo tohoto kalibréniho roztoku.
* Podle navodu k obsluzéiptroje provedete nastaveni pH (strmost).

» Elektrody vyjmete, $t¢kou s destilovanou vodou oplachnete a lehéetet Kalibra&ni
roztok vratite zgt do zasobni lahuky.

Méieni pH:

» Do cisté kadinky pelijete vzorek, ponigte elektrody a na pH-metru atlete hodnotu
pH.

 Pred méfenim dalSiho vzorku elektrody oplachnete destilovarvodou a dtte
buniitou vatou.

* Po zngteni vSech vzork elektrody dikladrg oplachnete destilovanou vodoufate a
vlozite z@t do ochranného krytu se skladovacim roztokeffst®j vypnete hlavnim
vypinaem.
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Pouzité roztoky acinidla:
1. Kalibraini roztok pH = 4,01
Hydrogenftalan draselny (c = 0,05 mol/l)
10,211 g KHGH,O, se rozpusti vodou na 1 | roztoku &idd se #kolik kapek indikatoru
(p-dimethylaminoazobenzen), aby vzniklasde zluté zbarveni.
2. Kalibrani roztok pH = 6,86
Fosfatovy pufr (c = 0,05 mol/l)
6,804 g KHPO,a 7,098 g NaHPO, (resp. 17,906 g NEIPO,. 12 HO) se rozpusti vodou na 1 |
roztoku a pida se gkolik kapek indikatoru (fenolovéervai), aby vzniklo s¥tle cervené zbarveni.
3. Kalibrani roztok pH = 9,18
Tetraboritan sodny (c = 0,05 mol/l)
19,068 g NgB,O; . 10 HO se rozpusti na 1 | roztoku diga se ®kolik kapek indikatoru
(bromkresolova zefg, aby vzniklo s¥tle modré zbarveni.
4. Vzorky pro ngieni pH

Potenciometricka titrace

Pti potenciometrické titraci se sleduje zavislostgmeialu (u neutralizanich titraci i zavislost pH)
na objemu titréniho ¢inidla. Piibéh titraci neutralizénich, srazecich, komplexnich i redoxnich je podcdny
vysledna titréni kiivka mé charakteristicky esovity tvar. Spedia titr&niho roztoku v ekvivalentnim beéde
odeite z grafu nebo se ziska vygpem. Vyhodou takto provédych titraci je jejich objektivita, nezavislost
na volk® indikatoru a moznost titrovat roztoky zakalenéardwvné. Stanoveni Ize provdje-li to nutné, i
v inertni atmosfée, je mozné provat mikrostanoveni a v s¢asné dob se stale vyznandji uplatiuje i
automatizace. Limitujicim faktorem, ktery se nejvgmreji podili na fesnosti stanoveni, je (st&jfako u
vizualnich titraci) spolehlivé ar@sné nifeni objend.

23. tloha:

Stanoveni titra éni kFivky vzorku kyseliny

Pro neutralizéni titrace je mozno pouzit elektrody vhodné preéteni pH, nap kombinaci
elektrody skleané a kalomelové. Obeg¢meni teba pH-metr p potenciometrické titraci kalibrovat, nebo
pro ukeni ekvivalentniho bodu je rozhodujici &m potenciélu , nikoliv jeho absolutni hodnota.hBedem
na pozadavek Ulohy &it pH v bodech ekvivalence vSak kalibraci préte.

Provedeni:
Kalibrace pH-metru:
- Viz Uloha 22

Potenciometricka titrace:

» Odpipetujete do kadinkyipsré 10,0 ml gredloZzeného vzorku kyseliny, vlioZite michaci
telisko a kadinku postavite na elektromagnetickouhaticu.

* Byretu naplnite titrénim roztokem NaOH a umistite ji tak, aby bylo mohtiolavat
titracni roztok do kadinky se vzorkem.
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» Elektrody vlozZite do kadinky se vzorkem tak, abyylyérné plochy zcela porteny
v roztoku. Bude-li to nutné, zvySite hladintidanim destilované vody. Elektrody se
nesmi dotykat dna aniést nddobky.

* Zapnete michani a idite rychlost. Elisko se musi vok ot&et, nesmi nardzet do
elektrod ani sin k&dinky.

* Na stupnici od&ete vychozi hodnotu pH a zahajite titraci. Budatidavat titr&ni
roztok po 0,5 ml a titraci ukaéite, az bude dochézet pdidani titra&niho cinidla
k minimalnim zn¢nam pH. Qilezité je, abyste zachytili cely {dseh titracni kiivky a
neukordili titraci predasre.

» Titraci provedete stymz vzorkem j&§ednou, na zstku titrace (v oblasti malych
zmeén pH) budete fidavat titr&ni roztok po 0,5 ml, v oblasti ,skoku“, ktera sejevi
velkymi zménami pH, budou fidavané objemy mensi (0,2 ml), na konci titracétop
objemy z¢étSite na 0,5 ml.

» Po ziskani vSech petbnych hodnot vypnete michani, vyjmete elektrodyiype je
oplachnete a po osuseni vlozZitezdo ochranného krytu se skladovacim roztokem.
Pristroj vypnete a odpojite ze &it

Vyhodnoceni:
Uréeni koncentrace vzorku (silna a slabd kyselina):

» Titracni kiivku prislusné kyseliny sestrojite na milimetrovy papia dsux nanesete
objem titr&niho roztoku (ml), na osy nanesete pH a nalezenymi body proloZite
plynulou Kivku. M¢titka na osach zvolite tak, aby se ti@de projevil strmy skok.

* Metodou podl&kohna a Zitkanebo grafickou metodou (viz Prakticka &mi 1.) ugite
bod ekvivalence, z&moz ugite gibliznou spotebu titr&niho ¢inidla a hodnotu pH.
Presnou hodnotu spatby, kterou pouzijete pro vypet koncentrace vzorku, dite
pocetre.

* Do tabulky si zapiSete hodnoty objemu titréno roztoku a odpovidajici hodnoty pH
v okoli ekvivalentniho bodu. Vygitate rozdil po sabjdoucich hodnot pH (tzv. prvni
diference) a pak rozdil ¢¢hto diferenci (tzv. druhd diference). Siebia
v ekvivalentnim boé se vypdgita ze vztahu:

A’pH*
A?pH" +A%pH~

AV,

V,=V" +

kde V4 je hledana spt¢ba
v* je objem titréniho roztoku odpovidajici posledni kladné druhé
diferenci
A’pH" je posledni kladna druhé diference
A’pH  je prvni zaporna druha diference
AV  je rozdil objeni TR, mezi nimiz se provadi interpolace, tj.rozdil
objemi mezi posledni kladnou a prvni zapornou druhourelifei

* Pro vypaet latkové a hmotnostni koncentrace vzorku powggeimé vztahy:

Cv.Ww=¢. Vi. f Hy =G . My
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Ukazka vypdtu spofeby titrathiho roztoku:

VnaoH (M) pH ApH ApH
4.5 2,35
0.27 + 0,55
4.7 2,62
0,82
49 3,44 + 6,92
7,74
5,1 11,18 - 7,39
0,35
5,3 11,53
-0,17
55 11,71 0.18
692
V. =490+ ———[1510- 490)=5,00ml
v =49 692+ 739[@ . 90

Spoteba titra‘niho roztoku v ekvivalentnim bogk 5,00 ml.

Do protokolu uvedete vSechny ziskané a v@amé Udaje gazené v fehledné
tabulce, graf titrani kiivky s ekvivalentnim bodem a odpovidajici hodnofid a
vypocet latkové a hmotnostni koncentrace viork

Uréeni izoelektrického bodu aminokyseliny:

» Titracni kiivku predloZzené aminokyseliny sestrojite na milimetrovypipaNa osux
nanesete objem tittaiho roztoku (ml), na osy nanesete pH. Nalezenymi body
prolozite plynulou kivku. M¢titka na osach zvolite tak, aby se di@de projevil strmy
skok.

» Metodou podlKohna a Zitkanebo grafickou metodou (viz Praktickéd @i 1.) ukite
bod ekvivalence, zamoz ukite hodnotu pH, kterd odpovida izoelektrickému bodu
(IEB) dané aminokyseliny.

* Do protokolu uvedete vSechny né&f®né Udaje gazené v fehledné tabulce, graf
titracni kiivky s ekvivalentnim bodem a odpovidajici hodngiéliv IEB.

Pouzité roztoky acinidla:
1. Titrani roztok NaOH (c = 100 mmol/l)
2. Vzorky kyselin: - silna kyselina (HCI)
- slaba kyselina (kys. octova)
- aminokyselina (hydrochlorid aminokyseliny)
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Dialyza

Dialyza je dlici metoda, fi niz se uplatuje difize a satasré polopropustnost membraniiflize
je nevratny dj, pii kterém dochazi k transpordidstic (ionfi, molekul) v prostdi tak, aby doSlo k vyrovnani
slozeni ve vSech mistech této soustavy. Difluzetigedkem neustalého neugpdaného pohybééstic
hmoty a postupuje ve smu koncentréniho spédu, tedy i proti zemské tizi. Rychlost »#fje krong
zavislosti na povaze&astic rozpudné latky a rozpoudtlla pimo Gmérnd koncentré&nimu gradientu
(koncentr&nimu spadu, rozdilu koncentraci).

Polopropustna (semipermeabilni) membranaje takovA membrana, jejimiz péry mohou projit
pouze ®které ionty nebo molekuly fiomné vdaném pragdi. Membrana je t¥ena nejastji
nabobtnalym celofanem nebo podobnymi derivaty éehul

K difGzi dochazi i v pipact, je-li roztok utité latky odalen odcistého rozpougtila
polopropustnou membranou, kterou dané rogmditastice mohou prochazet. Rychlost asspohybu
difundujicich¢astic gles membranu zavisi na rozdilu koncentraci dang t@lobou stranach membrany.
Latky difunduji z mista vySSi koncentrace do mis&i koncentrace. Dojde-li k vyrovnani koncentraci
ustavi se dynamicka rovnovahad sk ,zastavi“.

Obsahuje-li roztok (tzv.dialyza) smes rozpustnych latek, z nichz jen ékteré membranou
prochazeji do rozpou&tla (tzv. difuzatu), Ize timto zjisobem smési &klit a metoda se nazyva dialyza.
UmoZziuje vzajemné &deni malych a velkych molekutasto se takdi roztoky soli od velkych polymernich
molekul (nap. polysacharid, polypeptidi, bilkovin, apod.). Hlavnim praktickym vyuzitim ¢thay
v mediciré je hemodialyza pacieinse selhanim ledvin.

K urychleni dleni elektrolyi od neutralnich molekul #e byt pouzito elektrické pole
(elektrodialyza). Bsobi-li na dialyzovany roztok tlak, hokime o ultrafiltraci. Na tomto principu vznika tzv.
glomerularni filtrat (primarni mg) v ledvirg pii glomerularni filtraci.

24. tloha

Sledovani dialyza €ni rychlosti chlorid
pFes celofanovou membranu

V Uloze se sleduje dialyzai rychlost chlorid a sodas® déleni vysokomolekularni a
nizkomolekularni latky (Skrob a NaCl). Dialgga membranu bude t¥ib celofan, ktery vytvB péry o
praméru 3 az 4 nm. Jimi snadno projdou ionty, jejichikast je i s hydraténim obalem okolo 0,5 nm.
Makromolekuly Skrobu jsou podst&ta&tsi a membranou neprojdou.

Provedeni:
Ptiprava dialyzani nadobky:

» Z pripraveného celofanu vysinete kruh o pimeéru 18 cm, ktery za okraje upevnite ke
sklerené trubici. Vzniklou dialyzéni nadobku fipevnite svorkami do stojanu.

* Do kadinky (objem 250 ml) od#nite 150 ml destilované vody, vlozite michadisko,
postavite na elektromagnetickou migkaa nastaviteipmérenou rychlost michani.

* Do dialyz&ni nadobky napipetujete 5 ml 1% roztoku Skrobu anml@oztoku NaCl
(c =1,5mol/l). Ripravite si stopky, zapnete michani a v okamzikdy kondite
dialyzani nadobku do k&dinky, Zaete ng&fit ¢as.

Sledovani dialyzéni rychlosti:

e Vcase 2,4, 6,8, 10, 15, 20 minut a dale pak v deseitovych intervalech z kadinky
odebirate vzorky o objemu 2,5 ml (pouZijete autackau pistovou pipetu), které
budete pitbéZné¢ merkurimetricky titrovat. Pokus ukdite, jsou-li ti po sok jdouci
spoteby stejné (cca po 90 minutach).
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Stanoveni chloritt

Chloridy se stanovimerkurimetrickou titraci Merkurimetrie paf mezi komplexotvorné metody.
Titraéni roztok /Hg(NQ)./ tvoii se vzorkem (ionty Ol rozpustny, ale nedisociovany komplex [HgClI

Hg®* + 2Cl - [HgCh] fo = ning = 2/1

Ekvivalentni bod indikuje bila sraZzenina Hg[Fe(GNK], kterd vznika s indikatorem (nitroprusid
sodny) az po ffevedeni vSech iofitCl" do komplexu. Titruje se (nejlépe praégrnému pozadi) do vzniku
prvniho bilého zakalu (nikoliv miéé¢ bilé srazeniny). # titraci dodrZujte bezpmostni opdeni, protoze
roztok Hg(NQ), je toxicky!

e K odebranému vzorku tplate 2,5 ml destilované vody a 3 kapky indikatoru
IN&[Fe(CNXNO]/ a ztitrujete roztokem Hg(N£» do vzniku prvniho bilého zakalu.
Z nalezenych sptgb vyp@itate koncentraci jednotlivych vzarka latkové mnoZstvi
chlorida proSlych celofanovou membranou (v mmol):

_ GV,
' \

\

[mmol/l]

n, =C, Vg [mmoﬂ’

za Vyir se dosazuje objem difuzatu (v litrech), ktery séb@ineé (po odigru vzorki)
meni.

Prikaz Skrobu:

e Po ukoreni dialyzy odeberete do zkumavky 2,5 ml roztokfuzfitu a do druhé
zkumavky 2,5 ml roztoku dialyzatu. Do obou zkumayekiate 3 kapky Lugolova
roztoku (roztok jodu) a porovnate zbarveni. (Sksebjodem barvi mdd.) Vysledek
pokusu zhodnotite.

Vyhodnoceni rychlosti dialyzy:

Vyhodnoceni provedete graficky. Na milimetrovy papdnesete na osuwas (v minutach), na osu
latkové mnozstvi chlorid (mmol). Vynesenymi body prolozite optimalnivku (dialyza’ni kiivka). Osux
rozcklite na g@timinutové intervaly ¢as t, t, t3 ...) a k E&mto hodnotam fifadite z dialyzéni kiivky
odpovidajici latkové mnozstvi chlotidn,, ny, s, ...), které od&ete na osg. (Pro t=0 je n, = 0).
Dialyzaéni rychlost (v) udava latkové mnozstvi Qdroslé celofanovou membranou za minutu.

Vi=(n -1y :5 [mmol Cl/min]
Vo= (np-ny) 05
vz = (ng- 1) 1 5, atd.

Sestrojite graf dialyzmi rychlosti: na osw nanesetefas (min), na osy vypogitanou rychlost
(mmol CI/min). V misg, kde Kivka protind osx odestetecas, kdy se vyrovnaly osmotické p&m na obou
strandch membrany (dialyza skda). Déle Kivku prodlouzite (extrapolujete) tak, aby protlauog a
odeitete \ (tzv. pocateéni rychlost). Tuto hodnotu nelzefpmym mefenim zjistit. Mize slouzit jako
charakteristika daného dialyzdho systému.

Grafy spolu s celkovym zhodnocenim a Wtgsnim vysledk prilozite k protokolu.

Pouzité roztoky acinidla:

1. 1% roztok Skrobu

2. roztok NaCl (c = 1,5 mol/l)

3. titratni roztok Hg(NQ), (¢ = 12,5 mmol/l)

4. Na[Fe(CN)XNQ] (10% roztok, fipravuje seserstvy)

5. Lugolv roztok (4 g Kl rozpustit ve 100 ml vody &igat 1,3 g jodu)
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Osmoéza

Jsou-li dvalizné koncentrované roztoky od sebe &ty semipermeabilni membranou propustnou
pouze pro molekuly rozpoustla, dochazi k tomu, Z&st rozpougtla prejde z mista mensi koncentrace do
mista vySSi koncentrace tak, aby se rozdil konaehttyrovnal. Tento jev se nazysaméza

Osmobézu Ize kvantifikovat pomoabsmotickéko tlaku (7), tlaku, ktery je nutno vyvinout na
koncentrova®Si roztok, aby se zabranilo osmo6ze. Mechanismuaguzosmotického tlaku neni zatim zcela
jasny, neni vSak vyvolanfimo rozputnou latkou, ale snizenim aktivity rozpaidit pitomnosti
rozpustné latky vroztoku. Osmoticky tlak zAvisigolevSim na pitu ¢astic rozpusnych v roztoku a
prakticky nezavisi na jejich druhu, velikosti a opbPro vyjadeni osmotickych po#mi v roztoku se proto
zavadi pojemosmolalita druh koncentrace nezavisly na tepl@ na vlastnostech rozpésych latek
(velikosti molekul). Osmolalita vyjadje celkové latkové mnozstvi vSech osmoticky aktivni¢stic
rozpusénych v jednotkové hmotnostistého rozpousgtlla. Jednotkou je mol/kg, resp. mmol/kg, p¥Z ise
ve starSi literatte pouzivalo oznmni Osmol/kg, resp. mOsmol/kg.

1 mol latky v 1 kg vody fedstavuje roztok s osmolalitou:

glukosa 1 mol/kg
NaCl (@i 100% disociaci) 2 mol/kg
NaCl (pi 86% disociaci v krevni plasih 1,86 mol/kg
AgCI (nerozpustny ve va(l 0 mol/kg

Osmolali€ 1 mol/kg odpovida osmoticky tlak 2,7 MPa. Velikasmotického tlaku jednotlivych
souasti biologickych systéina roztok, které se do nich aplikuji, se obvykle posuzujeledem k uitému
,standardu“, kterym byla v lidské fyziologii zvolarkrevni plasma. K vyj&dni rozdilu osmotického tlaku se
¢asto pouziva termitonicita. Roztok, ktery ma stejny osmoticky tlak jako plasmse nazyvdzotonicky,
roztok s niz§im osmotickym tlakehypotonickya s vy§§im osmotickym tlakehypertonicky

Osméza ma nesmirny vyznam v hiologickych soustavaebd se podili na transportu vody mezi
buitkou a extracelularni tekutinou. Rostliny navic ogmé Fijimaji vodu. U Ziva@ichi reaguje kazda hika
na osmotickou zému prostedi znénou svého objemu. Nachazi-li sefika v hypertonickém prosdi,
dochazi k pechodu vody z hiky do okoli, coZz ma za nasledek jeji stangani a sotasré se obsah hiky
koncentruje. Tento jev byl ne zcela vhédnazvan plasmolyza. Nachazi-li senka naopak v progtdi
hypotonickém, dochazi k ,nasavani“ vody daiby plasma se timifeduje a buika sodasré zvétSuje swj
objem, miize dojit az k destrukci b&&né membrany. Vifipad erytrocyti se tento jev nazyvidemolyza

Biologické membrany v3Sak nelze povazovat za idedbrhipermeabilni membrany, ale jsou to
slozité dvojvrstvy a vicevrstvy, kterymickteré latky volg prostupuji a jiné jsouipnaSeny aktivnim
transportem.

Osmotické poréry se v medici ¢asto zkoumaji v souvislosti se zachovanim stalesitiniho
prostedi organismu a zjisiji se v krevni plasthnebo v méi. Osmolalita plasmy je za fyziologickych
podminek 285 10 mmol/kg vodygemuz odpovida osmoticky tlak 0,78 MPa. Osmoticki thdpovidajici
bilkovinné slozce plasmy ma nazemkoticky tlak a ¢ini cca 0,3 % celkového osmotického tlaku plasmy.
Osmolalita moi se nachazi v podstatnsirSim rozmezi (50 — 1400 mmol/kg vody), protoZalost
osmotickych porért v organismu udrZujiiedevsim ledviny.

Prakticky vyznam ma i tzweverzni osmézaP¥i tomto dji se pisobi tlakem na roztok, ktery je od
Cistého rozpoustlla oddlen polopropustnou membranoui Bostaténém tlaku dochazi k opaému toku
rozpoustdla nez u osmozy, rozpoddto (nefastji voda) grechazi z prosedi roztoku do progdi
rozpoustdla. Timto z@isoben je mozno fpravovat tzv. deionizovanou vodu, kterd nahrazu@lu
destilovanou.

Pritomnost osmoticky aktivni latky v roztokuémi i dalSi, tzv. koligativni vlastnosti (vlastnosti
prakticky zavislé pouze na @to ¢astic), nap. snizeni tenze par nad roztokem, zvySeni bodu naioku
(ebulioskopicky efekt), snizeni bodu tuhnuti roztofkryoskopicky efekt). Toho se vyuziv&i pnéreni
osmolality pomoci fistroji — osmomet.
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25. tloha:

Demonstrace osmabzy

a) Demonstrace osmoOzy na celofanové membr&n

Na SirSi skledgnou trubici upevnite fipraveny celofan a do trubice vlijete 50 ml
roztoku sacharozy.

Trubici umistite do kadinky s destilovanou vodoki, @by hladiny kapalin v kadince a
trubici byly ve stejné Urovni, a nechate 3 hoditat § klidu.

Srovnate Urové&hladin.

b) Demonstrace osmozy na erytrocytu

BfiSko prstu desinfikujete a pak na podloznidiodeberete kapku kapilarni krve.
10 pl krve prenesete na druhé podlozni gkt s 50l fyziologického roztoku a
pipetovanim promichéte.

Preparat pekryjete krycim skiikem a sledujete tvar a velikost erytracypod
mikroskopem se z#Senim 400x.

Na jeden kraj skiéka napipetujete 1Qul destilované vody a sledujete chovani
erytrocyfi v tomto prostoru.

Na progjsi kraj skltka napipetujete 10l nasyceného roztoku NaCl a&pozorujete
chovani erytrocyi.

Zhodnotite chovani erytrocytu v hypotonickém, izotém a hypertonickém roztoku.

Pouzité roztoky acinidla:

1. nasyceny roztok sacharézy

2. fyziologicky roztok (0,9% roztok NacCl)
3. roztok NaCl (nasyceny)
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26. tloha:

Stanoveni osmolality na principu kryoskopického efe ktu

V souwasné dob je wtSina osmometr zaloZzena na principu deni kryoskopického efektu. dfici
komirka osmometru se naplini rozpatBem (destilovanou vodou) a termoelektricky se poinReltierova
¢lanku ochladi pod bod tuhnuti. V okamziku, kdy wSeana voda zme tuhnout, vystoupi ipsré
sledovana teplota k jejimu bodu tuhnuti (uwpé se skupenské teplo tuhnuti) a teprve pak pajea
ochlazovani zmrzlé vody. Stejny postup se opakwjgSetovanym roztokem. Pokles bodu tuhnuti roztoku
proti bodu tuhnutgistého rozpousgtlla je gimo Gnerny osmolali. Teplotni Kivky obou néteni ukazuje
obrazek.

— aT

0 1 2 3 minuta 0 1 2 3 minuta

voda vzorek

Provedeni:

Stanoveni teploty tuhnuti vody a roztoku bude gatemo ionometrem MS 31, ktery
je uzpisoben i k m¥eni teploty a vybaven teplotnididlem Pt 100 (platinova odporova
sonda s elektrickym odporem 100 pfi 0 ). Timto pistrojem lze r¥it teplotu
s rozliSenim 0,1C.

Uréeni bodu tuhnuti vody:

e Zaprete gistroj hlavnim vypinéem na zadni str&nna gedni strat zvolte gislusnym
tlacitkem rezim ndeni teploty.

» Pripravte si chladici laze do kadinky (400 ml) vloZte rozdrceny ledidejte 1 \&tSi
IZici soli a dole promichejte. Kadinku vioZte do polystyrenovélmamiho pouzdra.

* Meérnou zkumavku napte ke znaéce destilovanou vodou a vloZte ji na u&dv
s upevinym teplotnintidlem a roténim michadlem.

» Potenciometrem ,STIRRER" nastavte vhodn&kyédmichadla.

* Vlozte mernou zkumavku s teplotnimtidlem do chladici lazha z&néte nefit cas
pomoci pilozenych stopek.

* V desetisekundovych intervalech ddejte teplotu vody ve zkumavce, dokud jeji
hodnota neistane aspopo dobu 2 minut konstantni.

» Zavislost teploty ngase vynesete do grafu, &hoz ugite bod tuhnuti vody.
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Urceni bodu tuhnuti vySidvaného roztoku:
» Zkumavku kryoskopu naple po rysku vysévanym roztokem.
e Stejnym postupem jako u vody zjitd teplotu tuhnuti vyS&dvaného roztoku.

Uréeni osmolality:

e Zbodi tuhnuti vody a vySébvaného roztoku vygidtate snizeni bodu tuhnuti vzorku
(AT).

» Urcite osmolalitu (g) vySetovaného vzorku podle vzorce:

o = AT (1000
m 1.86 ’
kde G, je osmolalita roztoku (v mmol/kg)ZaT je sniZeni bodu tuhnuti roztoku

(v °C).

Pouzité roztoky acinidla:
1. vzorek (roztok NaCl)
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Elektroforéza

Elektroforézaje metoda umatijici dleni latek na zakladjejich rizné pohyblivosti v elektrickém
poli. Snes clenych latek se nanese do prostoru mezi elektrddisré jsou pak ipojeny ke zdroji
elektrického nagti a vzniklé elektrické pole #igobuje pohyb elektricky nabityatéstic. CElit 1ze obeci
rizné sndsi nabitych ¢astic, ale prakticky se elektroforéza nejvice vyazk frakcionacibilkovin a
nukleovych kyselinJe pouzivana jak v kvalitativnim, tak i kvantitafm provedeni (slozeniétené snisi),
a také jako metoda preparativni (izolace slozigm sngsi).

prouzek papiru

papir
7! - g
e i gy e
R S . ! i
ik Bt S0 e
N s g pufr B \ e _ zaporné nabité misto naneseni kladné
i X ] % B ionty vzorku nabité ionty
Elektroforéza Elektroferogram

Rychlostmigrace nabityclEastic zavisi ndnodno¥ jejich naboje navelikosti #astic (molekulové
hmotnosti) a ngejich tvaru.

Rychlost pohybwéastic dale zavisi nalastnostech progedia na viozenémapéti. PouZiti vysSiho
napsti, pri némz probiha deni rychleji, je limitovano maximalni pouzitelndwodnotou elektrického proudu.
Protékajici proud pofjpojeni elektrického nagi zavisi podle Ohmova zakona (I = U / R) na elekéfrm
odporu elektroforetického prdeti. Ri prichodu elektrického proudu vadim (i kapalnym) se uvidlije tzv.
Jouleovo teplo, které je &mé protékajicimu proudu (Q = R®.ItY). MiZe byt tedy pouZit pouze takovy
elektricky proud, ktery neZgobi gehiati prostedi, coz by zvysilo difuziastic (a tim zhorSilo kvalitu
déleni), zpisobilo by rychlé odpavani elektrolytu a precipitacstenych latek.

Podle provedeni se elektroforézgida volnou a zénovou.iPvolné elektroforézelkileni probiha
pfimo v roztoku volného elektrolytu, ale vzhledemuKivym vlivim (proudni kapaliny) je provedeni
technicky velmi naréné a kromd kapilarni elektroforézy seébné nepouzivd. B zénoveé elektroforéze
provadné na nosich, k volnému pohybu elektrolytu nedochézi. Nosiize byt inertni (papir, acetat
celulosy) nebo rive s dlenymi molekulami vykazovat specifické interakcegdeovy, agarosovy a
polyakrylamidovy gel).

Elektroforéza na pap® (nostem je chromatograficky papir zwny elektrolytem), ktera byla
historicky prvni, je v satasné dob nahrazena efekti¢simi zpisoby dleni. Hlavnimi nevyhodami je
nutnost pouzivat vysoké n#p dlouhd doba provedeni (4 -5 hodin) a neostr&kteni. Kvantitativni
vyhodnoceni je zdlouhavé a maldepné. Proto ji v sa@asné dob v klinické biochemii nahrazuje
elektroforéza na acetéatu celulosjejiz vyhodou je ostrédkni, kratkyéas provedeni (15 - 30 minut), pouziti
malého mnozstvi vzorku, snadnéigsava nosie (kometné dodavana folie se pouze nasyti elektrolytem) a
moznost densitometrického vyhodnoceni.

Elektroforéza na agarovém gelwyuzivd jako nosi agar izolovany z niskych fas (sn¥s
polysacharid agarosy a agaropektinu). Agar obsahuje vazanérmapabité skupiny, s kterymi naslefn
asociuji kationty elektrolytu. Tyto vazané katiosy v elektrickém poli uvaliji a zpisobuji tok elektrolytu
smérem ke katod, elektroendoosmézu (EEQ)Tento &) pusobi proti pohybu zapoknmabitychéastic a u
pomalu migrujicicltastic nize zmisobit i jejich gresun za start (,pohybuji“ se ke katpd

-
= <« Na 5
80, /804
+ +
<~—Na «~—Na_ .
= _se S ®
= s elektroendoosmoéza
| _-so, —C00
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Dalsi Siroce pouzivanou analytickou metodouejektroforéza na agarosovém gelktera ma
nizkou elektroendoosmézu a ve srovnani s acetatdmosy vy3si rozliSovaci schopnosti gachovani
ostatnich vyhod. Blici schopnost gelu se oviiuje koncentraci agarosy (obvykle 0,5 - 6%@muz odpovida
velikost péi od 300 do 100 nm. Chemicky je agarosa polykondenzagarobiosy, disacharidu femého
[3-D-galaktropyranosou (1,3-vazba) a 3,6-anhyafb-galaktopyranosou (1,4-vazba).

CH,OH o]
(e}
HO Y HO
CHZ / 7 ’ ’
o Zakladni strukturni
OH jednotka agarosy

. -n

V n¢kterych gipadech se osgdtila i elektroforéza na Skrobovém gellPouziva se ndp pro
rozliSeni a identifikaci typu haptoglobinutippaternitnich sporech. deni se provadi ve speciélnich
ramecich naplinych gelem, ktery sefipravuje z pufrovanéh@aste&né hydrolyzovaného Skrobu.

Vysokou rozliSovaci schopnost meéektroforéza na polyakrylamidovém gelu (PAGE3}el vznika
polymeraci zakladniho monomeru - akrylamidu ¢€EEBH-CO-NH) a st'ovaciho monomeru - N, N'-
methylen-bis-akrylamidu (C}#CH-CO-NH-CH-NH-CO-CH=CH).

0 0
I I I
C—NH, + CHZCH—C—NH—CH;NH—C—CH=CH,
CH;=CH
l SO, *
0 0 0 0

I I I I
C—NH, C—NH, C—NH C—NH,

I I I I
—CH;CH—CH;~CH—CH;CH—CH;CH—CH;-CH—CH;~CH—
| I

O:C—ITIH O:C—ITIH
M. R 0 .
O:CIZ—NH CII—NH2 CII—NH2 O:CIZ—NH
—CHZ—CH—CHz—CH—CHZ—CI:H—CHz—CH—CHZ—CI:H—CHZ—CH— Zesfovany polymer
GNH G NH, polyakrylamidového gelu
(@) 0]

Slozenim polymesai snesi Ize ovlivnit zesiovani polymeru, tedy velikost ok v gelu. Pomoci
PAGE lIze dlit mensi proteiny, RNA a kratSi useky DNA. Vyhodpolyakrylamidového gelu je snadna
ptiprava, dobré mechanické vlastnostijilpednost, absence elektricky nabitych skupidelzoz vyplyvéa
nizka adsorpce a elektroendoosméza. PoskytujepsSéjtezliSeni (lidské sérumgléno az na 35 frakci).
Nevyhodou gelu je jeho toxicita.

Modifikaci metody pi déleni proteiri je elektroforéza na polyakrylamidovém gelu s laurytsfiiem
sodnym (SDS-PAGE)Laurylsiran sodny (dodecylsulfat sodny, SDS) ¢tedgent, ktery zisobuje silnou
denaturaci protein (méni tvar do valcovité podoby) a navic se vaze sgmmgtv konstantnim hmotnostnim
pomeéru (1,4 g SDS/1 g proteinu, tj. 1 molekula SDS ren#nokyselinové zbytky). Vzhledem k vysokému
naboji vazaného SDS Ize zanedbat viastni ndbogimtat ProtoZze maji vSechny molekuliibpizné stejny
tvar a naboj odpovidajici velikosti proteinu (vimevazaného SDS), pouzitim SDS-PAGE se &bzubdle
své molekulové hmotnosti.

Podle usptadani se elektroforézaglél na horizontalni, vertikalni a kapilarni (CEHorizontalni
elektroforézase pouziva pro detekce na agarosovych gelechakglamidovych gelech &Si tlou$ky
s nizkym zesvani a pro izolaci roztenych frakci na prepataich gelechVertikalni elektroforézase
pouziva pedevsim pro analytickécély. Vyhodou je homogenni polymerace gelu, tenkgeti a tedy
potreba malého mnozstvi vzorku a moznost paralelnibegaieni ve vice drahacKapilarni elektroforéza
se provadi ve velmi tenkych a dlouhych kapilaraghirtér 0,05 - 0,1 mm, délka az 1 m) phych
polyakrylamidovym gelem nebo analytickym pufremhiédem k vy$Simu elektrickému odporu predf se
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déleni provadi pi vysokém napti. K detekci se pouziva rigstji UV-fotodetektor umistny na konci
kapilary. Vyhodou je rychlost, vysoka rozliSovaahspnost, nizka sp@ba vzorku a moznost ztre
automatizace.

Pro lepSi rozliSeni frakci vzorku v gelu (ostroging se pouziva tzvdiskontinualni (diskova)
elektroforéza pii niz se sodiasré pouzivaji dva typy gél V prvnim gelu se vzorky zkoncentruji do Uzkych
prouzki, ve druhém gelu probiha viastréehi.

DalSim vylepSenim elektroforetickych metod je ptiugradientovych gél — gefi, v nichz se utita
vlastnost postugnhmeéni. Vyuzivaji se gely gradientem hustoty gelyvelikosti pén), gely sgradientem
iontové sily gelumeéni se pohyblivostastic v elektrickém poli) nebo (pro proteinygly s gradientem pH
tzv. izoelektrickd fokusace (IEF)iiHzoelektrické fokusaci seétbné latky pohybuji od katody (-), kde je
nejvyssi pH, k anad(+), kde je pH nejnizsi.iPdosazeni izoelektrického bodu jsou navenek edelemtralni
a ztrati pohyblivost.

pH 3 4 5 6 7 8 9 10

NH3 NH3 NH, NH, NH, NH,
~ ~ NS
Anoda Katoda
/ . - :
(+) COOH {  COOH COOH (-) Izoelektricka
/ COOH / C(;OH CO(/T 030- fokusace
naboj molekuly (+2) (0) -2

Kombinaci SDS-PAGE a IEF je dvouro&ma elektroforéza. Nejprve se pomoci IEF sloZzkydétiz
podle izoelektrického bodu, pak se v kolmémésmpomoci SDS-PAGE rozd podle molekulové
hmotnosti.

Detekce elektroferogramuse provadi selektivnim barvenim. Vhédavolené barvivo je pe¥n
adsorbovano v mistvyskytu vzorku a i nasledném odbarvovani se barvivo uvolni pouzkati oBarvivo
tedy Zistavd zachyceno pouze v mdistyskytu vzorku a intenzita zbarveni odpovida mbgdzszorku.
Elektroferogram Ize vyhodnocovat jak kvalitatdyrtak i kvantitativié a todensitometricky Densitometr je
fotometr speciakh konstruovany pro #feni intenzity zbarveni jednotlivych z6n (,prou2k
elektroferogramu na phledném nosi.

Elektroforéza je zakladnim nastrojem metod molakiiléiologie a studia protein V klinické
biochemii se elektroforéza pouzivdedevsim k analyzam protéin(vySeteni plasmatickych bilkovin,
vySeteni lipoproteiii, déleni izoenzyni, analyza m& pfi proteinurii, vySeteni bilkovin mozkomisSniho
moku).

27. tloha:

Elektroforetické d éleni plasmatickych bilkovin
na agarosovém gelu

Bilkoviny jsou biopolymery vzniklé polykondenzaddi alvaceti zakladnich aminokyselin. Fank
skupiny rekterych aminokyselin (Asp, Glu, Lys, Arg, His) nazejici se v postrannirfetzci proteinu
mohou pi vhodném pH disociovat a bilkovina tim zisk&ityr iontovy naboj. Za fyziologickych podminek
pti pH krve 7,40 je v plasinl5 az 17 mmol/l zapornych proteinatovych néboj

Plasmatické bilkoviny tvd podstatnou a zcela specifickou &ast krve. Normalni hladina je 62 az
82 g/l. Maji dilezitou roli transportni (ndp bilirubinu, lipidid, nékterych hormof aj.), podileji se na
udrzovani osmotickych poni, na iontové i acidobazické rovnovaze, na imunitndjich a v krizovych
stavech mohou mit i vyznam numi. Jejich spektrum je SirSi nez deo jejich elektroforetickych frakci,
nebad’ nelze mezi sebou rozlisit latky se stejnou eldketickou pohyblivosti.
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Pri déleni v alkalickém prosedi (pH = 8,6) Ize ziskat tyto elektroforetickékira:

(+)
1. albuminy 53 - 65%
2. as-globuliny 2- 4%
3. a,-globuliny 8-13%
4. 3-globuliny 9-16%
5. y-globuliny 11-19%
O] start

Hodnoti se rovéZ pongr albuminové a globulinové frakce (tzalbumino-globulinovy koeficient

A/G, normalni hodnota - vySsi nez 1,2)

Vyhodnoceni se provadi na densitometrech, kteréharaenaji rozloZeni frakci, otteu na
elektroforeogramu jejich plochu a vyjadi ve vzajemném po#u. Fi riznych zavaznych patologickych
stavech (akutni a chronické zfyn onemocwni ledvin a jater, imunitni problémy, poruchy v adt
lipoproteini, nadorova onemoéni aj.) je provedeni elektroforetickéhelehi nezbytnou saidsti posouzeni

stavu vySdbvané osoby.

Plasmatické bilkoviny
vzorek: 1 datum7.5.1999
A/G: 1,35
Nazev % Normalni hodnoty
alb 57,4 53 - 65
al 2,6 2-4
a2 9,7 8-13
B 11,8 9-16
== y 18,5 11-19

Elektroferogram — normalni nalez

Plasmatické bilkoviny
vzorek: 2 datum1.5.1999
A/G: 0,76
Nazev % Normalni hodnoty

alb 43,2 53 -65

al 6,5 2-4

o2 17,9 8-13

B 14,2 9-16

y 18,2 11-19

Elektroferogram — akutni zén

Plasmatické bilkoviny
vzorek: 3 datum3.4.1999
A/G: 0,69
Nazev % Normalni hodnoty

alb 40,9 53 -65

al 3.4 2-4

a2 8,7 8-13

B 4,8 9-16

y 42,2 11-19

Elektroferogram — chronicky zéin
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Plasmatické bilkoviny

vzorek: 4 daturd.11.1998
A/G: 1,39
Néazev % Normalni hodnot

alb 58,1 53 -65

al 2,6 2-4

a2 10,1 8-13

B 10,1 9-16

V% 19,1 11-19

Elektroferogram — monoklonalni hypergamaglobulireé(myelom)

Plasmatické bilkoviny

vzorek: 5 datunm1.3.1999
A/G: 0,48
Néazev % Normalni hodnot

alb 32,5 53 -65

al 2,2 2-4

a2 5,59 8-13

B 5,8 9-16

y 54,0 11-19

Elektroferogram - monoklonalni hypergamaglobulireéfmyelom — pokiilé stadium)

Plasmatickeé bilkoviny

vzorek: 6 datur26.2.1999
A/G: 0,30
Néazev % Normalni hodnot

alb 23,0 53 -65

al 4.8 2-4

o2 31,6 8-13

B 17,3 9-16

y 23,3 11-19
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Provedeni:

Sklergénou desku s agarosovym gelem osusite §ittia papirem.

Na spodnifetinu gelu (asi 2 cm od okrajejilpzite nanaseci Sablonu. Otvory Sablony
naplnite vzorkem sérareného pufrem v postu 1 : 3 a nechate 5 minut vsakovat.
Pak odsajeteipbytek séra prouzkem fili¢aiho papiru a sejmete Sablonu.

Desku vlozite do ffipravené elektroforetické komory napié pufrem agarosovou
vrstvou dofi na mistky ze sloZzeného chromatického papiru a lekitisinete.

Komoru gikryjete vikem a fipojite zdroj napti. (Provadi laborantka!)
Déleni nechate probihat 25 minuf papeti 100 V.
Odpojite zdroj nagti, sejmete viko a vyjmete gel. (Provadi laborahtka

Fixace a barveni:
* 5 minut fixujete v kyselém alkoholu
* 8 minut barvite v barvici lazni amiterns

Odbarveni
e 15 minut odbarvujete v 5% kysetimctove
* 2 minuty fixujete v kyselém alkoholu
* 10 minut odbarvujete v 5% kysetimctové (novy roztok)

Gel prenesete ze skla na filtra papir, zvolna ususite #lpzZite k protokolu.

Pouzité roztoky acinidla

1.

o O

Pufr: 2,76 g kyseliny diethylbarbiturové a 15g@fiethylbarbituratu sodného rozpustit na 1500antoku

2. Agarosovy gel: 1,0 g agarosy a 0,6 g arabskéygoavait ve 100 ml pufru (roztok 1) na vodni lazni
3.
4. Barvici roztok: 1,0 g amiderrg, 30 ml konc. kyseliny octové a 6,8 g octanu sodnébplnit vodou na

Fixaini roztok: 600 ml ethanolu a 100 ml konc. kyseliargové doplnit vodou na objem 1000 ml

objem 1000 ml

. Odbarvovaci roztok - kyselina octova (5% roztok)
. Krevni sérum
. Sklergné desky s agarosovym gelem

Mezi dw sklerené desky (10x10 cm) se vilozi gumovy r&ele skla se stisknou svorkami a megise
pipetou pomalu nalije asi 8 ml horké agarosy (k229 tak, aby byl prostor mezi skly zcela vyin
Nesmi vzniknout vzduchové bubliny. Necha selgboratorni teplat ztuhnout (asi 30 minut), pak se
uvolni svorky a opatghse stahne horni sklo. Deska se vlozi do vihkétkkyna ulozi do chladiky.
Takto se nmiZze uchovéavat 5 dn
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Imunochemické metody

Tyto velmi citlivé a vysoce specifické metody jsaaloZzeny na reakci antigenu s protilatkou.
Pronikne-li cizoroda latka (antigen) do zivého arigenu, vyvola tvorbu specifické protilatky, které sa
antigen navaze. Tvorba protilatek probiha vyheéadrvivo, avSak reakci antigenu s protilatkou Ize vyvolat i
mimo organismusitg vitro).

Vazba antigenu s protilatkou neméa chemickou povaauvdena hlavi van der Waalsovymi silami a
praveEpodobré i vodikovymi mistky. Aby dosSlo k interakci, musi dojit ke kontakta porndrné velké ploSe.
Vlastni reakce se uskutd v tzv. vazebném mistkteré mé odpovidajici strukturu u obou latek. Jéndana
vysoka specifita probihajicickgjd. Imunochemické metody nasly velké uptathpri vyzkumu a byly roviaz
vyvinuty biochemické metody, které se pouzivajilimikké biochemii a imunologii k identifikaci bilkan,
hormori apod.

Imunoprecipitace

K prikazu vazby [antigen-protilatka] Ize vyu#iady fyzikalre-chemickych metod (ohyb &tla,
precipitace, radiometody), velmi roESha je zejména precipitace provad na gelovém nasi V prvni fazi
probshne vlastni reakce (navazéani) antigenu a protilagg vigjSich zngn. Zviditelnéni se provede pomoci
precipitace, kterou Ize vyvolat vlivem elektralyhebo zminou vrgjSich podminek. Reakce je velmi citliva,
Ize prokézat antigen v koncentraci*la# 10 mg/ml.

Protilatky se ziskavaji imunizaci vhodnych laboratch zvfat potebnym antigenem. N&jsgji se
pouziva antisérum kiské nebo krati.

28. tloha:

Imunoprecipitace lidského séra ko nskym antisérem

V této Uloze bude vyuzito metody dvojité difize agarovém gelu. Do malého otvoru v agarové
vrstw se nanese sérum a prodinmu v ukité vzdalenosti kiaské antisérum. QGblatky difunduji do okoli a
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precipitaéni
linie

Vznik precipitaéni linie
metodou dvojité difuze

jamky v gelu

Provedeni:

Ptiprava skléek s agarovym gelem:

» Kazdy student ve skupirsi pripravi dw sklicka (5 x 5 cm). Jedno skko se pouzije
pro imunoprecipitaci, dalSi pro nasledujici ulol8klicka ozngite na spodni stran
svou znakou (pouzijte vodou nesmyvatelny zRavat). Spol€ne si pripravite dv
sklicka navic (pro nacvik techniky a pro ulohu 29).
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Na stole mate ifpravenu baku se ztuhlym pufrovanym agarem (pH = 8,6)nBa
vlozite do vrouci vodni lazna za stalého michani skégou tyinkou zaliivate az do
Uplného rozpusghi gelu.

Sklicka sé¢adite na vodorovnou plochu. Délené pipety (objem 5 ml) nasajete horkou
vodu, chvili v pipet ponechate a pak vyfouknete. Pipetu z¥veastiete. Tim se sklo
zaheje a nedojde k srazeni gelu n&néch pipety. Pak nasajete 3 ml gelu a pipetou
zvolna objizdite hrany skla. Gel nesnietgci! Musi se vytviit jednotna vrstva (bez
vzduchovych bublin) na celé ploSe skh. Posledni kapku agaru nevyfukujete. Po
skorteni prace pipetugkolikrat proplachnete horkou vodou, aby zbyly gettuhl ve
spkce.

Gel nechéate na sklech ztuhnout faboratorni teplat a pak vioZite na 5 minut do
chladntky.

Ptiprava vzorki:

ZkuSebni skiiko s dole ztuhlym agarem vilozite do Sablony a zkusite $izmput
dulky. Po zacuieni zpracujete kazdy své ski@ené pro imunoprecipitaci.

K vyfiznuti dilkt pouzijete injekni jehlu s hadikou a vyngénitelnym naustkem. Jehlu
vliozite kolmo do otvoru v Sablénpritisknete, pootdite na ob strany, pak odsajete
vypichnuty kousek gelu a jehlu lehce vyjmete. Takrgtujete u vSechidku. Pritom

si palcem levé ruky ifdrZzujete sklo v Sablan aby se Bhem prace nepohybovalo.
Dulek musi byt ostry, gel kolem nesmi byt porusen.

PIréni dalka si ot nacvtite na zkuSebnim skle s destilovanou vodouPasteurovy
pipetkynasajete vodu do vysky 2 az 3 cm a konéeteto buniitou vatu. Pak vlozZite
kolmo do vyiznutého otvoru a lehkym uvainim ukazovéku za sodasného vytaZzeni
kapilary naplnite @lek tak, aby povrch kapaliny splyval s povrchem lokwo gelu.

Rez v gelu se Upknztrati. Kapalina nesmi byt rozlita okoldilkiu! Malé mnoZstvi

kapaliny je mozno odséat kouskem fittraho papiru.

Po zvladnuti techniky nanaSeni zpracujete vlasmmaena skla. Mate ffpraveny
vzorky sér, které nanesete do otvoa obvodu, do B#du nanesete antisérunti praci
je nutnd absolutnicistota! Jednotlivé pipetky nesmi byt zaminy! DoSlo by
k znehodnoceni sér i antiséra.

[e] o
o ° o Gel pro imunoprecipitaci
® - jamka s antisérem
o o o -jamka s vyS&ivanym vzorkem séra

Imunoprecipitace:

Do spodniPetriho miskydate na dno 2 az 3 kruhové fiktra papiry a zvibite asi 2 mi
destilované vody. Réiate, az se papiry ugmprosyti a zbytek vody vylijete.

Do takto gipravené vihké korirky vlozite oznaené sklo, fikryjete horni miskou a
ulozite do stolu. Po 48 hodinach se provede dplsicovani.

Z vinké komirky se odstrani filtréni papiry a sklo seiglije fyziologickym roztokem
(0,9% NacCl). Misku vlozite zfh do stolu a ponechate 24 hodin, aby se vyplavily
nesrazené bilkoviny.
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Barveni:

» Z misek vylijete fyziologicky roztok a skika pelijete barvicim roztokem. Nechate
5 minut psobit, pak slijete barvivo Zp do zasobni lahve. Skka pelijete
odbarvovaci roztokem a odbarvovaci kazeekolikrat vymenite, dokud nedojde
k Uplnému odbarveni pozadi.

* Gel penesete (,stahnete®) na filthai papir a mezidgkolika vrstvami filtra&niho papiru
kratce zalisujete. Pak nechate zvolna uschnotit@&fte k protokolu.

Pouzité roztoky acinidla:

1. Pufr (pH = 8,6): 2,0 g kyseliny diethylbarbituéoa 10,0 g diethylbarbituratu sodného rozpustiharka
vodou na 11 roztoku.

. Agarovy gel: 3,8 g agaru rozitav 250 ml pufru (roztok 1)

. Fyziologicky roztok: 9,0 g NaCl rozpustit vodoa 1 | roztoku

. Barvici lazé: 1,0 g amidserns, 30,0 ml konc. kyseliny octové a 6,8 g octanu gtanrozpustit vodou na
1| roztoku

. Odbarvovaci roztok: 50 ml konc. kyseliny octai€dit vodou na 1 | roztoku

. Konské antisérum

. Vzorky lidskych sér

A OWN

~N o O

Imunoelektroforéza

Imunoprecipitaci lze kombinovat s elektroforézou galovém nosi. Nejprve se provede
elektroforetické dleni, @i némz se bilkoviny krevniho séra rag#idna zakladni frakce: albuming,-, a.-, B-
ay-globuliny. Frakce jsou sloZenyiady bilkovin stejné elektroforetické pohyblivostiecha-li se nyni proti
témto frakcim difundovat kitsské antisérum, ziskané imunizaci kdidskym sérem (polyvalentni antisérum),
objevi se pro kazdou bilkovinnou slozku charaktielty precipité&ni oblouk. Timto zfisobem je mozno
identifikovat az 30 bilkovin krevniho séra a lzéstif i bilkoviny, které se vyskytuji jen za patglokych
stavi.

Bylo-li zvite imunizovano pouze jednou slozkou séra {nafkterym z imunoglobulif), ziska se tzv.
monovalentni antisérum &igprecipitaci se objevi pouze precigitd oblouk gislusné slozky. Metodu Ize
upravit i pro kvantitativni stanoveni.

azmakr ptog

B-lipoprotein ceruloplasmin

hemopexin ar-antitrypsin

transferin 'g arlipoprotein
IgA g kys. ar-glykoprotein
IgM 2 albumin
plotna s gelem igG I 2 prealbumin
snp |
- start +
#Habek
s antisérem g
O08 0 (] = ®
y B a2 oy A (al:;:rr;in,
Schéma elektroferogramu Imunoelektroferogram
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29. tloha:

Elektroforéza a imunoelektroforéza na agarovém gelu

V této Uloze pouzijete sklka s pufrovanym agarovym gelem (pH = 8,6), kteréa hyipravena
podle navodu popsaného yedchozi Uloze. Na jednom z nich provedete pouzdreferetické dleni, na
druhém zkombinujete elektroforézu s naslednou imrewpitaci.

Provedeni:

Priprava skiéek:

* PouZijete d¥ dalSi skitka pipravena v pedchozi Uloze (imunoprecipitace)ipadré
si je zhotovite podle ndvodu uvedeného v této tloze

* Vychlazena sktika s dobe ztuhlym gelem vilozite do Sablony pro elektrofaréz
stejnou technikou jako u imunoprecipitace na obklech vyiznete dlky uprosted
rameku. Podélné Zlabky zatim negavate.

* Do pipravenych dlku nanesete vzorky séra. Dodrzujete stejné metogiiokgny jako
v piedchozi Uloze. i@snost a kvalita prace je nezbytnymedqpokladem dobrych
vysledka!

Elektroforetické dleni:

» Elektroforetické kyvety se naplni pufrem (pH = 8,6)

» Pripravena skla se vlozi mezi kyvety, s nimiz se védipoji pomoci papirovych
mustki zhotovenych z chromatografického papiru. Eleknetioka komora se uzéy
vikem.

» Laborantka fipoji komoru ke zdroji stejnosémého proudu.

» De¢leni se provadiip proudové hustét3,5 mA/cm, tj. 17,5 mA na jedno stio, po
dobu 40 minut. Po tuto dobu kontrolujte a podlegwmy regulujte proudové hodnoty.

» Laborantka vypne zdroj n& a odpoji komoru od zdroje. Sejmete viko, vyjmsitéa
a vilozite na 5 minut do chladly.

Vyhodnoceni elektroforézy:

e Sklicko urené pro elektroforézu obarvite stejnymugpbem, jak bylo popsano
v piedchozi tloze (imunoprecipitace).

» Ze skltka opatrg sejmete gel naifpraveny filtra&ni papir, kratce pod zavazim
zalisujete mezi vrstvouékolika filtracnich papit a pak nechate na vzduchu zvolna
ususSit. Lze rozliSit zakladni bilkovinné frakce, ddadného pdélu k zapornému
postup: albuminy, a;-, 0,-, B- a y- globuliny. Frakce popiSete a elektroferogram
priloZite k protokolu.

Imunoelektroforéza:

e Sklicko ukené pro imunoelektroforézu s vychlazenym aidobtuhlym gelem po
elektroforéze vlozite @ do Sablony a skalpelem #fznete po obou stranacthilkii
Zlabky. Pak injekni jehlou odstranite minuty gel. Doportuje se vyzkouSet si
techniku na zkuSebnim skle.

* Vyftiznuté Zlabky se naplni antisérem.

» Takto gipravené sklo se vlozi do vihké kdrky, jejiz piprava byla popsana u
imunoprecipitace.
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» DalSi zpracovani je stejné jako u imunoprecipitasxhate 48 hodin probihat difazi,
pak skltka prenesete do misky s fyziologickym roztokem a necRBatbodin vymyvat
nevysrazené bilkoviny.

* Provedete barveni: 5 minut v barvici lazni, p&katikeré odbarvovani v odbarvovaci
lazni, nasleduje stazeni gelu, lisovani a suseni.

» Ur¢ite hlavni precipiténi linie. Vysledek ploZite k protokolu.

Pouzité roztoky acinidla
Stejné jako v Uloze 28.
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19.

20.
21.

22.
23.

24.

25.
26.

Uvod ..............

Pravidla bezpmosti a ochrany zdraviigpraci ........ccoeeeeeeiiiviiiiiiiieeeceeeeeee
Prvni pomocip Urazech v laboratd ............ccccceeeiiiiiiiiiiiii e
Prace s mechanickymi davkovacimi pipetami...........cccccvvviiiiiiiiiiiiieeiiieeiii,
Grafické vyhodnoceni experimentalnich dat............ccooovvveiiiiiiiiiei e,

. VySeFeni Zalud@Ni SEKIECE ....cc.uvuiiiiiiiiiiiiiiceiieee e
. VySeteni mozkomiSnino MOKU ..........evveiiiiiiiii e
. Analyza maovych KONKIemMENtE .........ceeeiiiiiiiieeeeeiiieiiiiiccrrreee e e e e e e e e e e

STANOVENT IOV SEIU  onie et e e e e e e e e e e eaenaans

Delici metody .
Chromatografie

. Stanoveni chloridi v séru merkurimetrickou titraci  ........cccccceeveveeeiiiinis
. Spektrofotometrické stanoveni chlorigh V SEru ..........cccccoeivvviieviiiiccceeee e,
. Stanoveni vapniku v séru chelatometrickou titralc ..........cccccoeeeieeiiiiiiiiiiiiiiinnnn,
. Spektrofotometrické stanoveni vapniku V SEru.........ccccceeeeeeiiiiieeeeeiiiiic

Adsorgni chromatografie  ..........oooeeieiiiiii e

. Déleni smési barviv sloupcovou adsorg@ni chromatografii .............ceevvvvivnnnnes
. Déleni rostlinnych pigmenti chromatografii na tenké vrst® ............ccccvvveeeee.

Papirova chromatografie .............oummeeeeeeeeeriiiiiiirss e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennnn

Vzestupna pap

irova chromatografie aminokyselin..............cccccoooiiiiiiiiiinnnnn.
Radialni papirova chromatografie ..........cccccceeeeiiiiiiiiie e

Gelova chromatografie .........oooi i

Déleni barevné

snési gelovou chromatografii ..........cccceeeeeieiiiieieiiiiieiiiiiiiiiens

AfiNitni chromatografie  ...........ooieeeeiiee e

Stanoveni glykovaného hemoglobinu.............ccccceeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeees

lontové vyminnd chromatografie  .........ccceevviiiiiiieeeeeeiiiieeeee e

Stanoveni Kapacity KateXU .............ciiiiiiiiieeeieeieieeeeiiieieeeeees e e e e e e e e
Stanoveni jodovéhdisla tukia podle HanuSe .............ccccvvvvieeieeeeeiiiiiiiiiceees
Stanoveni peroxidovehd@isla tukit .............ooovvvviiiiiiiiiiii e,

OPLICKE MELOAY  ..ooeiieiieieie e e e e e e e e e e e s e eaaaeeeas
Spektrofotometrie ve viditelné a ultrafialos@lasti ..............cccoeeiiiiiiiiiiiiiieees

Refraktometrie

Polarimetrie ..

Potenciometrie

Elektroforéza

Identifikace acidobazického indikatoru pomoci Bsorpéniho spektra ..........
Spektrofotometrickéstanoveni koncentrace ioni méd’natych .....................

Stanoveni koncentrace plasmatickych bilkovin feaktometricky ................

Stanoveni koncentrace glukosy v ndopolarimetricky —........ccccccveeeiiiiiiieeeennnn.
Kyselina L-askorbova (vitamin C) ........cccciiiiiiiiiiiiiiicceecc e

Potenciometrické miFeni PH ......ooooiiiiiiiieee e
Stanoveni titr&ni KFivky vzorku Kyseliny ...

Dialyza ..........
Sledovani dialyz#&ni rychlosti chlorid @ pies celofanovou membranu ..........
Osmoza ........
DEMONSIIACE OSIMOZY ....ceiiiiiieieeeiie ettt e e e e e e eeeaeeaeaeas
Stanoveni osmolality na principu kryoskopickéh@fektu ..........cccccocvvvineennn.
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27. Elektroforetické déleni plasmatickych bilkovin na agarosovém gelu............
ImunNochemické Metody ........coooiii e

28. Imunoprecipitace lidského séra kitskym antiSérem ...........cccccceeeivieeeeeeeennnnne.

29. Elektroforéza a imunoelektroforéza na agarovérgelu ..............ccccccvvvvvvnnnen.
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