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Zakladni dovednosti potiebné pro praci v laboratori

Odméiovani objemii

V laboratofich k odméfovani objemil kapalin slouzi odmérné sklo. Kazdé odmérné sklo ma
rysku, vyznacujici objem. Existuji 2 typy kalibrace odmérného skla - na doliti (oznaceno D /
In) a na vyliti (oznaceno V / Ex). ProtoZe kapaliny vykazuji teplotni roztaznost, je proto na
odmérném skle vyznacena také teplota, pro niZ je kalibrace provedena.

Pfi odecitani objemu je nutno bréit v dvahu fakt, Ze kapaliny v zédvislosti na svém povrchovém
napéti smaci stény nddoby, hladina neni rovnd, ale vytvéii tzv. meniskus. Objem métime tak,
Ze dolni okraj menisku se dotykd rysky. Pro odméfovani objemil v fddu desitek mililitrii aZ
litrt pouZivdme odmérné vdlce, pro odméfovani menSich objemil jsou vhodnéjsi pipety.
K velmi piesnému odméfovani nejmensSich objemt, viddu mikrolitr, se pouZivaji

automatické pipety.
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Spravné odecitani objemu kapaliny

Ptikladem odmérného skla kalibrovaného na doliti je odmérnd baiika. Odmérné baiky se
pouzivaji pii ptiprave roztokl piesné koncentrace. Jednd se o batiku s dlouhym tzkym hrdlem
opatfenym ryskou.

Typickym zastupcem odmérného skla kalibrovaného na vyliti jsou pipety. Pii jejich kalibraci
je pocitano s ulpénim roztoku na sténdch nebo s jeho zadrzenim kapilarnimi silami. Pipety se
vyrdbéji v rtiznych velikostech. Jsou bud’ jednordzové, uréené k méfeni jednoho objemu
(napf. na objem 1, 2, 5, 10 nebo 25 ml) nebo délené (stupnice d€li udané objemy na mensi
jednotky). Velikost pipety a jeji d€leni je na ni uvedeno. Napt. oznaceni 2 IN 1/50 ml
znamena: celkovy objem pipety je 2 ml, 1 dilek = 1/50 ml. Déle je uvedena i teplota, pfi niz
ma byt objem méfen (20°C). Odecita se poloha dolniho menisku kapaliny pii poloze pipety ve
vySce oka.

Diive se neSkodné roztoky nasdvaly do pipety udsty. Dnes je to z divodu bezpecnosti
zakdzano. Pouzivaji se specidlni nastavce ¢i pipetovaci balénky. Nasdvame roztok 2 — 3 cm
nad rysku, pak opatrn¢€ upoustime na poZzadovany objem.



Pipetovdni s balonkem:

Stiskem ventilu "A" (air) se vytla¢i vzduch a balonek se nasadi na horni konec pipety. Pak se
pipeta ponofii do roztoku a stiskem ventilu "S"(suction) se nasaje roztok po potfebnou znacku.
Pfesnd hodnota se upravi ventilem "E"(empty), pipeta se pienese do nddobky, kam
potifebujeme roztok prenést a stiskem "E" se obsah vypusti.

Pist (obvykle barevné oznateny) e

Nastavovaci kolecko

Displej zobrazujici
nastavenyobjem
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Pipetovaci balonek Schéma automatické pipety

Pro velmi malé objemy se pouZivaji mechanické ddavkovaci pipety (Casto oznaCované jako
wautomatické pipety). Vyrdbi se pipety s fixnim objemem (jednoobjemové) nebo
s nastavitelnym objemem (rozsah uveden na pistovém tlacitku). Sklddaji se z vlastniho
ddvkovace a vyménitelné plastové Spicky na jedno pouZiti. Pist se ovlada palcem. Objem je
na pipeté uveden v mikrolitrech (napf. 100, 200, 500, 1000 apod.). Spi¢ky jsou vyrdbény
z chemicky 1 mechanicky odolného nesmacivého plastu, a to ve cCtyfech zdkladnich
objemovych typech — bily (0,2 — 10 pl), Zluty (10 — 250 pl), modry (200 — 1000 pl) a velky
bily (5000 pl a 10 000 pl). Barva Spic¢ky vétSinou odpovida barvé na pistovém tlacitku.



Prdce s automatickou pipetou:

e Podle pozadovaného objemu pipetovaného roztoku zvolite piisluSnou pipetu: fixni
pipetu s danym objemem nebo nastavitelnou pipetu s vhodnym rozsahem (uveden na
tlacitku pistu pipety).

* U nastavitelné pipety nastavite poZzadovany objem na stupnici otdenim Sroubu:

Udaj na pistu: 2/20 0 1 2
Minimdlni objem: 2 ul 2| 2 5015w 0| 20
Maximalni objem: 20 ul 0 0 0

Udaj na pistu: 20 /200 [0] 1 [2]
Minimalni objem: 20 ul 2| 20 5| 150 i 0| 200 p1
Maximdlni objem: 200 pl 10] 0 10]

Udaj na pistu: 200 / 1000 0] 0 [1]
Minimalni objem: 200 pl 2| 200 ul 5( 550 ul 0| 1000 p1
Maximdlni objem: 1000 p1 10] 5 0]

e Pred pipetovianim nasadite na pipetu vhodnou Spicku (barva odpovidd barvé na pistovém
tlacitku).

* Pfi pipetovani stlacite pistové tlaCitko k prvni zardzce, ponofite pipetu do roztoku a
pomalym uvoliovdanim pistového tlacitka nasajete roztok do Spicky. Po pteneseni do
ptislusné nddoby obsah Spi¢ky vypustite stlacenim pistového tlacitka do druhé polohy.
Roztok se pipetuje na dno nddoby, pfi¢emz Spicka nesmi byt pfi vypousténi v roztoku
ponofena.

Pipetu je nutno drZet ve svislé poloze Spi¢kou doli po celou dobu manipulace!

* Po pipetovani odstranite Spicku stlacenim pistového tlacitka do tfeti polohy a odloZzite ji
svisle do stojanku.

* Pro pipetovani nového roztoku pouZzijete vZdy novou Spicku.
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DrZeni a prdce s mechanickou ddvkovaci pipetou



Vazeni

Vézenou latku nikdy nesypte ptimo na misku vah!!! VZdy je nutné pouZzit vhodnou nadobku
(vézZenku, kadinku, hodinové sklo...), ptipadné Ctverec papiru s hladkym povrchem, celofdnu
nebo alobalu. V pfipad¢ rozsypani navazované latky je nutné vahy ihned ocistit.

Budete pracovat s digitdlnimi vdhami, které umoZnuji nastavit nulovou hmotnost tzv.
tarovani. Vazenku umistite na plochu vah a stisknete tlacitko ,,TARE®“. Tim se piekalibruje
nulovd hmotnost a 1ze navaZovat bez nutnosti odecitat hmotnost vaZenky.

Vazivost = maximalni hmotnost, kterou lze na vahach zvazit
Citlivost = pfesnost vah

Centrifugace (odstred’ovani)

Centrifugace (odstied’ovani) je separacni metoda odd¢€lujici slozky ze suspenze na zdklade
rozdilnych hustot pomoci odstredivé sily. Pisobenim odstiedivé sily se urychli sedimentace
jednotlivych slozek. V biochemické laboratofi se vyuZzivd napf. k odstranéni krvinek pfii
piipravé plazmy nebo séra, k odstranéni sraZeniny z roztoku nebo k zakoncentrovani Castic
z télnich tekutin pro mikroskopické stanoveni.

Podminky centrifugace se vyjadiuji dvéma zptisoby:

e relativnim odstiedivym zrychlenim (=RCF), které udava, kolikrat je odstiedivé zrychleni
vetsi nez zemské gravitacni zrychleni g
e pomoci poctu otdcek za minutu (RPM = revolutions per minute)

a dédle dobou, po kterou centrifugace probiha.

|

supernatant

V.

peleta /sediment

Vysledek centrifugace



Filtrace

Filtrace je separa¢ni metoda, kterd umoziuje oddé¢leni pevné latky od kapaliny ¢i plynu.
Vyuziva filtracni pfepaZzky vyrobené z rGznych materidlil - filtra¢ni papiry s rGznou velikosti
pért, pérovitd sklenénd nebo porceldnova frita (specidlni filtraéni zafizeni), skelnd vata,
textilni filtry, piskové filtry atd. Filtrovana smés se nalije na filtr. Céstice, které jsou mensi
nez pory, filtrem prochédzeji a dostdvaji se do filtratu, zatimco vétsi Castice zlistanou na
povrchu filtru a vytvofi tzv. filtracni kola¢. Filtratni materidl je urovan chemickym
charakterem filtrovaného roztoku. Rychlost filtrace zavisi na ploSe a vlastnostech filtra¢niho
prostiedi, na poctu a velikosti pérti, na tlaku a teploté pfi filtraci, na povaze sraZeniny i na
viskozité filtrované kapaliny.

Vv

Nejbézn¢jsim materidlem pro laboratorni filtraci je filtraéni papir. Vyrabi se z vldken celuldzy
a podle volby vldken lze piipravit papir s raznou velikosti pora. Nejvetsi péry ma mekky
papir, zatimco nejmens$i pory ma tvrdy filtraéni papir. NejCastéji se vyuziva stfedné tvrdy
papir se stfednimi pory, ktery dokdZe zachytit vétSinu sraZenin a necistot. Filtratni papir se
nehodi pro filtraci siln¢ kyselych nebo zdsaditych latek ani silnych oxida¢nich cinidel. Pro
filtraci té€chto latek je vhodné pouZzit pérovitou sklenénou nebo porceldnovou fritu.

Podle filtratniho tlaku se postupy déli na filtraci za atmosférického tlaku, podtlakovou a
pretlakovou filtraci. Nejjednodussim typem je prostd filtrace provadénd za atmosférického
tlaku. Zdkladni pomuckou pfi tomto typu filtrace je filtracni ndlevka, do niZ se vklad4 vhodné
sloZzeny papirovy filtr. V nékterych jednoduchych ptipadech lze jako filtr pouZzit chomacek
vaty. Filtrace pfes vatu je vhodnd u tékavych latek, které by se na velké ploSe filtru
odparovaly.

Filtra¢ni ndlevka (hladka nebo Zebrovand) s dlouhym stonkem se umisti do filtracniho kruhu
tak, aby se stonek dotykal stény nddoby na zachyceni filtrdtu. Velikost filtru je nutné
pfizpusobit velikosti ndlevky - filtr by mél dosahovat cca 0,5 cm pod okraj ndlevky. PouZivaji
se dva typy papirového filtru - hladky nebo sklddany (tzv. francouzsky). Jejich ptipravu

ukazuje obrazek.

A

Schéma pripravy hladkého filtru (A)
a skladaného filtru (B)
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Hladky filtr se zhotovuje ze Ctverce filtratniho papiru, ktery se pteloZi na polovinu a dile na
ctvrtinu. NiZkami se zastfihnou volné rohy dokulata. Jedna vrstva pteloZzeného papiru se
odtdhne od ostatnich a vznikd kuZelovy filtr. Ten se pfed umisténim do nédlevky navlh¢i, aby
filtr dobte pfilnul k jejim sténdm, a tim byla filtrace urychlena pomoci kapildrnich sil mezi
povrchem papiru a sklem nalevky. Tento filtr totiZ filtruje pouze SpiCkou a pomérné pomalu.
Filtr nikdy nenavlhCujeme, pokud filtrujeme organické s vodou nemisitelné roztoky nebo
slouzi-li filtrace pro analytické ucely. Rychleji nez hladky filtr pracuje filtr skladany. Opira se
totiz o stény ndlevky jen hranami, a proto filtruje témct celou svou plochou. Sklddané filtry
jsou dostupné hotové nebo se skladaji z kruhové vysece, kterd je véjitovité piekladéna
smérem od sttedu k obvodu. Pfi sklddani francouzského filtru je nutno dbét, aby pii
nckolikerém prekladdni nedoslo k poSkozeni filtru ve Spicce. Skladany filtr se vklad4 jen do
hladké ndlevky. Pfi filtraci se naléva filtrovand smés na filtr opatrn€ po sklenéné tyCince (viz
obrdzek), aby se papir neposkodil. V zadném piipad¢ se jej tyCinkou nedotykdme, vlhky
filtrani papir je totiZ velmi malo mechanicky odolny a hrozi jeho protrzeni. Proud kapaliny je
tteba smétovat proti mistu, kde je papirova vrstva trojitd. Filtr se plni vZdy nékolik milimetra
pod okraj.

Schéma filtrace za atmosférického tlaku



Grafické vyhodnocovani experimentalnich dat

V analytickych metodach, v nichZ jsou sledovany rizné fyzikalné-chemické veli¢iny a vztahy
mezi nimi, se ¢asto pouZziva grafické zobrazeni sledované zdvislosti.

Tyto grafy se pouZivaji:

- k ovéfeni platnosti sledované zakonitosti v danych podminkach

- k posouzeni pfesnosti zvolené metody

- jako kalibra¢ni kiivka pro sériovd méteni

- k numerickému vyhodnoceni hledané veli¢iny
Grafy se rysuji na rastrovany papir nejcastéji s milimetrovym d€lenim. Sledujeme-li prabéh
spojité funkce y = f(x), pak se nezdvisle proménnd velic¢ina nanasi na osu x. U této veli¢iny
Ize zvolit a podle vlastniho uvdZeni ménit métfené intervaly (napi. Cas, vlnova délka,
koncentrace apod.). Zdvisle proménnd veli¢ina se nandsi na osu y. Tuto veli¢inu v pribéhu
meéfeni odeitdme na Skdle pristroje nebo jiného kalibrovaného zafizeni (napf. byrety) nebo ji
znaméfenych hodnot vypocitime (napf. absorbance, napéti, objem titracniho roztoku,
rychlost apod.).

Na kazdé ose se oznac¢i nandsend veli¢ina pomoci dohodnutého, béZzné pouzivaného symbolu
a rovnéZ jednotka, v niZ je veli¢ina uddvana. Usek na ose se rozd&li na vhodny podet
celistvych dilkd v maximdlnim rozsahu volenych ¢i méfenych veli¢in. Méfitka se voli tak,
aby vysledny graf bylo mozno narysovat do plochy pfiblizného ctverce. Je-li sledovana
zavislost linedrni, pak by méla vyslednd pfimka svirat s osou x uhel pfiblizné 45°.

vV

Jednotlivé experimentdlné nalezené body se v grafu oznac¢i pomoci kiizkii nebo malych
krouzkl s vyznacenym stiedem. Jimi se pak prolozi idedlni kfivka tak, aby vétSina bodua
lezela na ni, piipadné stejny pocet nad ni a pod ni. Touto grafickou metodou je mozno do jisté
miry eliminovat odchylky zptisobené subjektivnimi vlivy. Kalibra¢ni kiivku je moZno rysovat
jen v oblasti méfenych hodnot, tzn. Ze kfivka zacind prvni a konéi posledni zméfenou
hodnotou a nemé byt prodluZovana do oblasti, kterd nebyla experimentdln¢ provérena. Ke
grafu se obvykle pfipojuji i zdkladni tdaje o podminkdch méfeni a datum, piipadné i jméno
pracovnika.

Nékdy je vhodné sledovat prubéh funkce v jeji prvni derivaci, kterou ziskdme tzv. metodou
prirtstk hodnot. V téchto piipadech se na osu y nanaseji hodnoty yi-yo/Xi-Xo , y2-y1/X2-X1, y3-
y2/X3-X2, ... proti hodnotdm X1, X2, X3, ... na ose X. Jindy je vhodnd metoda logaritmickd, pfi niZ
se nandsi jedna nebo ob¢ veliCiny v logaritmické stupnici. Pro tyto ucely se vyrabé&ji
rastrované semilogaritmické nebo logaritmické papiry. Derivacni a logaritmické kiivky se

vvvvvv

Peclivému sestrojeni grafu je tfeba vénovat stejnou pozornost jako vlastnimu experimentu. Pti
nedbalém provedeni mohou byt vSechny pfedchozi vysledky experimentu znehodnoceny. Na
druhé stran¢ nepfesnosti v praci se odrazi velkym rozptylem bodii kolem idedlni kiivky. V
takovych piipadech je nezbytné odhalit zdroj chyb a pokus zopakovat.



Kalibracni kfivka profotometrické stanoveniionti Cu2+
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Priklad grafického zobrazent dat
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Osmoza, osmoticky tlak, osmolalita

Jsou-li dva roztoky, o rozdilnych koncentracich rozpusténych latek, od sebe oddéleny
membrdnou propustnou pouze pro molekuly rozpoustédla, dochdzi k tomu, Ze Cést
rozpoustédla piejde z mista s niz§i koncentraci do mista koncentrace vyssi. Tak se rozdil
koncentraci na obou stranich membrdany vyrovnd. Tento jev se nazyvd osméza.
V biologickych soustavich mé zdsadni vyznam pii transportu vody mezi buiikkou a
extracelularni tekutinou i naopak.

rozdil hodnot
osmotického a
atmosférického
tlaku

Osmodza Reverzni osmoza

Osmoézu Ize kvantifikovat pomoci tlaku, ktery je nutno vyvinout na koncentrovanéjsi roztok,
aby se zabrdnilo osmoéze, nebo naopak podtlaku, vyvinutém na strané roztoku mén¢
koncentrovaného. Mechanismus vzniku osmotického tlaku neni zatim zcela jasny. Neni vSak
vyvolan piimo rozpusténou latkou, ale snizenim aktivity rozpoustédla vlivem latek v ném
rozpusténych.

Velikost osmotického tlaku zdvisi na poctu Castic rozpusténych v roztoku, pficemz nezavisi
na jejich druhu, velikosti, pfipadné ndboji. Pro vyjadifeni osmotickych pomérti v roztoku se
uzivda pojmu osmolalita; druh koncentrace nezavisly na teplot¢ a na vlastnostech
rozpusténych latek. Osmolalita tudiz vyjadiuje celkové latkové mnoZstvi vSech osmoticky
aktivnich ¢astic, pritomnych v jednotkové hmotnosti rozpoustédla ( mol/kg, resp. mmol/kg,
difve oznaceni Osmol/kg, resp. mOsmol/kg).

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

glukosa 1 mol/kg
NaCl (pti 100% disociaci) 2 mol/kg
NaCl (pti 86% disociaci v krevni plasm¢) 1,86 mol/kg
AgCl (nerozpustny ve vode) 0 mol/kg

Osmolalit¢ 1 mol/kg odpovidd osmoticky tlak 2,7 MPa. Velikost osmotického tlaku
jednotlivych oddilti biologickych systémil (a roztokd, které se do nich aplikuji), se vztahuje ke
»standardu®, jimz je v lidské fyziologii krevni plasma.
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K obecnému vyjadieni rozdili osmotickych tlaki na rozhrani se pouZziva terminu tonicita.
Roztok, ktery ma stejny osmoticky tlak jako plasma, se oznacuje jako izotonicky. Roztok s
niz§im osmotickym tlakem jako hypotonicky a naopak s osmotickym tlakem vy$$im jako
hypertonicky.

U biomembran jsou osmotické procesy slozit€ ovliviovany vybérovymi transportnimi
mechanismy. Neékteré z latek sice prostupuji volné, jiné jsou vSak pfendSeny aktivnim
transportem, symportem ¢i antiportem, atd.

Osmotické pomé&ry v plasmé& a v mo¢i jsou (s dalSimi parametry) vyznamnym diagnostickym
ukazatelem. Fyziologickd osmolalita plasmy se pohybuje okolo 285 + 10 mmol/kg vody,
¢emuz odpovidd osmoticky tlak 0,78 MPa.

Osmoticky tlak pripadajici na bilkoviny plasmy se nazyva onkoticky tlak a ¢ini cca 0,3 %
celkového. Osmolalita moc¢i se pohybuje v podstatné SirSim rozmezi (50 — 1400 mmol/kg
vody). Rozdil moZnych osmolalit v hodnoté dvou tada, dokldda klic¢ovou ulohu ledvin pii
udrZovani homeostatickych pomért v organismu.

V technologii dpravy vody se vyuZiva reverzni osmozy. Pti tomto dé&ji se pisobi tlakem na
roztok, ze kterého pies polopropustnou membrianu projde pouze rozpoustédlo; v tomto
ptipad¢ ,.Cistd” voda. Jde vlastné o opak prosté osmdzy. Timto zplisobem je mozno nahradit
destilaci a ziskat deionizovanou vodu.

Osmoticky aktivni ldtky v roztoku méni tzv. koligativni vlastnosti (vlastnosti z4vislé pouze na
poctu Castic) oproti vlastnostem Cistého rozpoustédla. Jde napf. o sniZeni tenze par nad
roztokem, zvySeni bodu varu roztoku (ebulioskopicky efekt), snizeni bodu tuhnuti
(kryoskopicky efekt).
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Stanoveni osmolality na principu kryoskopického efektu

V soucasné dob¢ je vétSina osmometrii zaloZena na principu méteni kryoskopického efektu.
Jeho pojmenovéni pochédzi od starofeckych slov kryos, znamend ,led, mrdz, zima‘, ale také
hriza a skopeo, které znamend ,pozoruji‘. Kryoskopicky efekt popsal francouzsky fyzikalni
chemik Francois-Marie Raoult (1830 —-1901), ktery se zabyval studiem, viceslozkovych
soustav. Podle tfettho Raultova zdkona plati, Ze teplota tuhnuti roztoku klesd v zavislosti na
koncentraci, v ném rozpusténé latky. Osmometr (kryoskop) je tedy v principu velmi citlivy
teplomér (1 mmol/kg odpovidd 0,001858 °C).

Me¢éftici komlrka osmometru se naplni rozpoustédlem (destilovanou vodou) a termoelektricky
pomoci Peltierova ¢lanku se rychle podchladi. Potom se, zevnim zasahem, pfivodi okamzZité
promrznuti vzorku v celém jeho objemu. V okamziku, kdy vySetfovand voda zacne tuhnout,
vystoupi presné sledovanad teplota k jejimu bodu tuhnuti (uvoliiuje se skupenské teplo tuhnuti)
a teprve pak pokracuje ochlazovédni zmrzlé vody. Stejny postup se opakuje s vySettovanym
roztokem. Pokles bodu tuhnuti roztoku proti bodu tuhnuti €istého rozpoustédla je piimo
umérny osmolalité. Jedna se o koligativni vlastnost, tzn. zavisi na poctu ¢astic, nikoli na
jejich identité.

Cisté rozpoustédlo
pokles bodu

tuhnut.i roztoku

0°C—

—» cas

Grafické vyjdadreni pritbéhu teplotnich zmeén pri kryoskopii

\ ' \ t.\ \
v, of xv' N |

? “’ 7" -.
W W W

Iniciace promrznuti vzorku, kapkou zledovatélou na jehle
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Odmérna analyza

i
Odmérnd analyza vyuziva v praxi vztahu vzdjemné ekvivalence: ny = 5 e

Mezi obéma reaktanty musi probihat rychle a bez vedlejSich reakci definovany chemicky d¢j
(neutralizace, oxidace a redukce ¢i iontovd vymeéna), ktery lze jednoznacné popsat
stechiometrickou rovnici. Pfi vlastnim provddéni odmérné analyzy (tzv. titraci) se méfi
objemy (odtud odmérnd analyza) a porovnavaji koncentrace obou reaktantii:

Latkou A je vZdy zkoumany vzorek nebo standardni roztok a pro lepsi piehlednost budeme
vSechny udaje s nimi spojené oznacovat indexem -v- (pro vzorek) nebo -st- (pro standard).
Latku B budeme oznacovat jako titracni roztok (TR) a u vSech symboll pouzijeme index -t-.
(Titracni roztok se rovnéZ oznacuje jako titracni €inidlo nebo odmérny roztok ¢i odmérné
¢inidlo.) Stechiometricky pomér reaktantd a / b budeme oznacovat jako titra¢ni faktor
(symbol - f -) a odvodime jej z prubéhu titracni reakce. Tedy:

Ry

c,.V,= c.. V..f, fo=—"

Ty

= — DPat
Cor 'I{c‘-r = & Vz— 'fsr f;-t - ne

Objemy Vv, Vg, Vidosazujeme vZdy v mililitrech, pro objem V se pouZziva oznaceni spotfeba
(symbol - sp -). Koncentraci titratniho roztoku (c;) dosazujeme v jednotkach, které jsou
Zadany u vzorku, tj. v mol/l (pokud jsou koncentrace velmi malé, pak v mmol/l).

Zéakladem kazdé titrace je prubch piislusné chemické reakce. Pfi vzdjemné rekombinaci ionti
probihaji titrace:

a) neutraliza¢ni H* + OH  — HO (vznikd voda)
b) srazeci Me* + X* — MeX (vznikd nerozpustnd sraZenina)
c¢) komplexotvorné Me* + X* — [MeX] (vznika nedisociovany komplex)

Pti elektronové vyméné provadime:

a) oxidimetrii X — X" +ne (vzorek se oxiduje)
b) reduktometrii Y™ +ne — Y (vzorek se redukuje)

Nézev titracni metody se odvozuje od titracniho roztoku. Je bud obecny (alkalimetrie,
acidimetrie, oxidimetrie) nebo specidlni, odvozeny od pouzitého titratniho Ccinidla
(manganometrie, jodometrie, argentometrie).

Na zacatku kazdé titrace je tfeba vénovat velkou pozornost kvantifikaci vzorku. Vychazi-li se
z pevné latky, pak se na analytickych vahach piesné odvazi potiebné mnozstvi vzorku, beze
zbytku rozpusti v destilované vod¢ a ztitruje. Vychdzi-li se z roztoku, pak jej lze rovnéz
odvazit, ale Castéji se odméfuje vhodny objem. Pro tyto ucely se pouZivaji pipety. Jsou to
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odmérné nidoby kalibrované na vyliti, tzn. Ze poZzadovanému objemu odpovidd mnoZstvi
roztoku, které z pipety vyteklo.

Vzorek se titruje v titracni bafice. Je zhotovena ze skla a jeji velikost je volena s ohledem na
objem vzorku. Pfi titraci malych objemt je vhodné ptidat destilovanou vodu, aby bylo mozno
pribéh titrace bez problémi sledovat. Ma-li se ke vzorku pfidat ur¢ité mnozstvi dalSiho
roztoku (napf. k dosazeni vhodnych reak¢énich podminek), 1ze s vyhodou pouZit stolni pistovy
davkovag. Pii titraci je nutno obsah baniky neustdle promichdvat. Vhodné je pouZiti
elektromagnetické michacky. Vzorek je automaticky michdn a pracovnik se miZe plné
soustiedit na sledovani prabéhu titrace.

b

stolni pistovy ddvkovac byreta automatickd byreta

TitraCni roztok se ke vzorku pfiddva z byrety a jeho vybér zdvisi na druhu titra¢ni metody.
Pfipravuje se z chemikalii nejvyssi chemické Cistoty v koncentraci, kterd fddové odpovida
koncentraci vzorku. Pfesnd koncentrace titracniho roztoku se zjisti tzv. standardizaci. Pro tyto
ucely jsou doporuceny vhodné latky, tzv. standardy, z nichZ je mozno pfesnou navazkou
pripravit definované roztoky. Jsou to napf. kyselina Stavelovd pro alkalimetrii a
manganometrii, tetraboritan sodny pro acidimetrii, chlorid sodny pro argentometrii apod.
Standardizacni titraci se zjisti pfesna koncentrace titra¢niho roztoku.

|28

c st

st -

C =
VS

Koncentrace udand v mol/l se pocitd na tfi platné cislice (napt. 0,105 mol/l nebo
0,0508 mol/l), u koncentraci v mmol/l na jedno desetinné misto (napf. 105,1 mmol/l nebo

50,8 mmol/l).

Déle se postupuje tak, Ze vypocitand koncentrace (c) se dosadi do vztahu pro vypocet
koncentrace vzorku:
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Rozhodujicim momentem pti provadéni titraci je naprosto piesné a jednoznacné rozezndni
konce titrace, zjiSténi tzv. ekvivalentniho bodu. Ten miZe byt uréen subjektivné (pfi vizudlni
titraci) nebo objektivné (pfi titraci provadéné pomoci piistroji).

Pti subjektivnim hodnoceni je nutno s nejvyssi moznou presnosti ur€it vizualni zménu vzorku
v ekvivalentnim bodé. Tou mizZe byt:

1. Zména zbarveni: a) pfechod bezbarvého roztoku v barevny
b) vyrazna zména jedné barvy v druhou
¢) odbarveni roztoku

2. Vznik sraZzeniny (roztok se na konci titrace zakalf)

3. Vznik nebo zénik fluorescence

Tyto zmény lze pozorovat u nékterych titratnim metod piimo (tzv. autoindikacéni titrace).
V takovych piipadech je titrani roztok barevny a v pritb¢hu titrace se odbarvuje pfeménou na
bezbarvy produkt. Pfikladem je manganometrie (Cervenofialovy KMnO4 se redukuje na
bezbarvé ionty Mn?*) nebo jodometrie (Servenohnédy roztok jodu se redukuje na bezbarvy
jodid).

V ostatnich ptipadech musi byt pouZzity indikdtory. Ty se pifidavaji ke vzorku na zaCatku
titrace. V ekvivalentnim bod¢ dojde k barevné zmén¢ zptisobené indikatorem, ktery reaguje
s prvni piebytecnou kapkou titraéniho roztoku. Volba indikdtoru ma pro titraci zasadni
vyznam a vzdy je tfeba si uvédomit, Ze kazda takovato titrace je zatiZena jistou indikdtorovou
chybou. Vhodny indikator miiZe tuto chybu minimalizovat.

Pfi objektivni titraci problémy s indikdtory odpadaji. Pribé¢h titrace se sleduje méfenim
vhodné fyzikalni veli¢iny (elektrodového potencidlu u potenciometrické titrace €i vodivosti
u konduktometrie). Vyhodnoceni se provadi pomoci tzv. titra¢nich kiivek.

Vétsina titraci se provadi piimo. Pokud ale reakce probihd pomalu, 1ze u nich vyuZit tzv.
nepiimé stanoveni. Provadi se tak, Ze se ke stanovované latce pfida nadbytek ¢inidla R, ktery
se poté titruje vhodnym titracnim ¢inidlem.

N, = Ng — N,

_ (eg Vo) = (.- )
v v

3]
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Neutraliza¢ni titrace

Jako neutralizacni titrace se oznaCuji dv€é odmérné metody: alkalimetrie a acidimetrie.
Alkalimetricky se stanovuji koncentrace kysele reagujici roztoki, acidimetricky se zjistuje
koncentrace roztokl zdasaditych. Jako titracni Cinidla se pouZivaji zdsadné roztoky silnych
protolytl. Pro alkalimetrii nejcastéji hydroxid sodny, pro acidimetrii kyselina chlorovodikova.

Konec titrace urCuji acidobazické indikatory. Jsou to zfedéné (pfiblizn€ 0,1%) vodné nebo
ethanolové roztoky organickych slouCenin ze skupiny ftaleind, sulfoftaleinii a azobarviv,
jejichz zbarveni je zdavislé na pH. Volba indikatoru se fidi pribéhem titracni kiivky, ktera
vyjadiuje zdvislost pH na objemu pfidaného titratniho roztoku. Tyto kfivky maji
charakteristicky esovity tvar. Indikdtor se zvoli tak, aby se oblast pH jeho barevného
pfechodu nachézela ve strmé ¢ésti titracni kiivky.

U silnych protolyta (silné kyseliny a zdsady) dochazi v oblasti ekvivalentniho bodu k prudké
zméné pH, coz se projevi ,,skokem‘ na titrani kiivce. Proto lze vybirat z fady indikator,
které splituji vyse uvedenou podminku. U slabych protolyti (slabé kyseliny a zdsady) je
zména pH podstatné mensi a vybér indikdtort je tedy omezen. U velmi slabych protolyti je
skok nevyrazny a vhodny indikdtor pro vizudlni titraci se hledd jen obtizné. Ty nejslabsi
vizudlné titrovat nelze.

Acidobazické indikdtory

Nazev Kyselé prostiedi. Zasadité prostiedi. Oblast pH
Methylova oranz dervena oranzova 3,0-44
Methylova Cerven cervend Zluta 44-6,2
Neutralni ¢erven dervena zluta 6,0-8,0
Thymolova mod¥ 7luta modra 8,0-9,6

Fenolftalein bezbarva fialova 8,2-99
14 14
pH pH
bod e!wivaIP:nce bod ekvivalence \
slaba kyselina ..
silna zasada
7 7
bod ekvivalence
silna kyselina bod ekvivalence
——————— slaba zésada
0 . 0 ~
Objem titra¢niho cinidla Objem titracniho Cinidla
Titracni krivka alkalimetrické titrace Titracni krivka acidimetrické titrace
silné a slabé (cdarkovaneé) kyseliny silné a slabé (cdarkovane) zdsady
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Z prub¢hu titracnich kiivek a barevnych piechodl indikétort je ziejmé, Ze pii vhodné volbé
dvojice indikétora lze titrovat silny a slaby protolyt vedle sebe. Toho se lze vyuzit napt. pti
stanoveni acidity zaludecni $tdvy, pfi titraci uhliitanii vedle NaOH, silné kyseliny vedle
slabé, vicesytné kyseliny do n¢kolika stupiiti apod.

Vsechny titrace se provadéji dvakrat. Prvni stanoveni ma orientacni charakter, pfi druhé titraci
se peClivé sleduje oblast ekvivalentniho bodu. Nalezené spotfeby se nesmi liSit o vice nez
0,2 ml. Jsou-li rozdily vétsi, je nutné titraci jeSt¢ jednou zopakovat.

Alkalimetrie

Nejcastéji se pouziva titrani roztok NaOH (c = 0,1 mol/l), ktery se pfipravuje z vypocitané
navazky chemikélie nejvySsi analytické Cistoty (p.a.). Musi se vSak pocitat s tim, Ze NaOH se
na vzduchu slucuje s vodou i s CO;, proto se ptesnd koncentrace zjistuje standardizaci. U déle

skladovanych roztokl se musi kontrola pravidelné opakovat.

Jako standard se pouZziva kyselina stavelovd (COOH), . 2 H»O. Kyselina $tavelova je
krystalicka latka, standardni roztok se pfipravi z vypoc€itané navazky. Vybér indikatoru se tidi
priabéhem titracni kiivky. VétSinou se vystaci s methylovou oranzi (pro silné kyseliny) a
fenolftaleinem (pro slabé kyseliny). Titruji se silné€ a slabé kyseliny a kysele reagujici soli.
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Komplexotvorné titrace
Podstatou téchto titratnich metod je tvorba nedisociovanych, ale ve vodé rozpustnych
komplexi kovovych kationtl s komplexotvornym ¢inidlem. K titraénim d¢elim se vyuziva:

a) reakce kationtli s aminopolykarboxylovymi kyselinami (chelatometrie)
b) tvorby rtutnatych komplexnich soli (merkurimetrie)

V chelatometrii je titra¢ni ¢inidlo ligandem vznikajictho komplexu. U merkurimetrie
je tomu obréceng, titracni roztok poskytuje centralni kationt, ligandem je aniont vzorku.

Chelatometrie

Chelatometricka titra¢ni cinidla se oznaCuji jako chelatony (komplexony). Jsou to
aminopolykarboxylové kyseliny odvozené od kyseliny iminodioctové:

HOOC-CH2-NH-CH>-COOH
Konkrétné je to:

a) kyselina nitrilotrioctova (NTA) - Chelaton 1

HOOC—CH>
\
N—CH,—COOH
HOOC—CH>
b) kyselina ethylendiaminotetraoctova (EDTA) - Chelaton 2
HOOC—CH; H/ZC—COOH
N—CH,—CH,—N_
HOOC—CH, H,C—COOH
c¢) disodna stl kyseliny ethylendiaminotetraoctové - Chelaton 3
NaOOC—CH, H;C—COONa
N—CH,—CH,— N,
HOOC—CH, H,C—COOH

Z komplexonli ma nejveétsi vyuziti Chelaton 3, protoZe je z uvedenych sloucenin nejlépe
rozpustny. PouZziva se jako titracni Cinidlo v chelatometrii, jako zmé&kcovadlo vody (vaze do
komplexu vdpenaté a hofecnaté ionty, které zplsobuji tvrdost vody), v medicin¢ jako
detoxikacni ptipravek pii otravach t€Zkymi kovy (1é¢ivo EDTACAL), aj.
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Chelaton 3 (zkracuje se Na,H»Y) ve vodé disociuje na iont HoY?, ktery reaguje
s vicemocnymi kationty (Me?*, Me** nebo Me**) vzdy v poméru 1:1 a pfitom se uvoliiuji dva
protony.

HoY* + Me* — MeY* + 2H*

HoY* + Me™* — MeY + 2H*

H,Y> + Me** — MeY + 2H'

Z uvedenych rovnic vyplyvd, ze v komplexu je vdzan vzdy jen jeden vicesytny kationt bez
ohledu na jeho iontovy ndboj. Proto bude mit stechiometricky faktor v§ech chelatometrickych
stanoveni hodnotu 1.

Vv s

Nejslozitéjsi otdzkou chelatometrickych titraci je zpiisob indikace ekvivalentniho bodu,
protoze jak Cinidlo, tak vznikajici komplexy jsou bezbarvé. PouZivaji se tzv. metalochromni
indikétory, které jsou vhodné vzdy pro urcitou skupinu kationtii. Jsou to vyrazné zbarvené
slouceniny (vesmeés ze skupiny azobarviv a sulfoftaleinll), které tvoii s kationty slouceniny
barevné¢ se liSici od vlastniho volného indikatoru. Dulezité je, Ze komplex [indikétor - kov] je
méné stidly nez komplex [chelaton - kov]. Prakticky to znamend, Ze na zacatku titrace je
roztok zbarven komplexem [indikdtor - kationt]. Na konci titrace piejde veSkery kov do
bezbarvého komplexu [chelaton - kationt] a uvolnény indikdtor se projevi zménou barvy.
ProtoZe zbarveni indikdtoru je zavislé na pH, musi se titrovat v pufrovaném prostiedi, aby se
eliminoval vliv ionti H* uvoliilovanych v prab¢hu titrace.

Chelaton 3 (disodn4 sil kyseliny ethylendiaminotetraoctové) existuje ve velmi ¢istém stavu, a
proto neni nutné pro béZnd stanoveni provadéct standardizaci. Pro nékterd specidlni stanoveni
se pripravuji standardni roztoky o zndmé koncentraci, které obsahuji stejny kationt jako
vzorek. Titruje se pak paralelné se standardem, tzn. Ze vedle vzorku (nebo série vzorkil) se
vzdy provede i standardizacni titrace. Tento zpisob se voli zejména pfi titraci velmi zfedénym
chelatonem (napf. pfi stanoveni vapniku v séru). Pro béznd stanoveni se pfipravuje titrani
roztok v koncentraci 0,050 mol/l rozpuSténim ptresné naviazky v redestilované vodé a
pfechovavd se v nddobédch z plastu, aby se zabranilo nezZddoucimu vyluhovani vapniku ze
skla.

Z doporucovanych indikatorii se nejCastéji titruje na murexid (v alkalickém prostredi fialovy),
déle se pouZiva eriochromova ¢erni T (v alkalickém prostfedi modrd) a pyrokatechinova violet’
(v alkalickém prostfedi Cervenofialova). Pro stanoveni vapniku se doporucuje fluorexon, ktery
je v siln¢ alkalickém prostfedi zbarven rGzove, jeho komplex s vdpenatymi kationty
Zlutozelen¢ fluoreskuje. Vodné roztoky uvedenych indikatorti nejsou pfili§ stdlé, proto se
rad¢ji pripravuji pevné smeési s NaCl v poméru 1:100.

Pouziti této titratni metody je Siroké. Nejcastéji se stanovuji:

na murexid: Ni**, Co**, Cu®* aj.

na Erio T: Mg?*, Zn?*, Cd**, Pb**, Hg?* aj.

na pyrokatechinovou violet: Ni**, Co**, Mg?*, Bi'** aj.
na fluorexon: Ca®*
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Chromatografie

Chromatografie je separani metoda, pii niZ se distribuuji slozky smési mezi nepohyblivou
(stacionarni) a pohyblivou (mobilni) fazi. Stacionarni fazi muize byt pevnd latka nebo
kapalina zakotvena na nosici, mobilni fazi kapalina nebo plyn. Slozky smési, které maji veétsi
afinitu ke staciondrni fazi, se v proudu mobilni fize zpozd'uji za pohyblivéjsimi slozkami
s vetsi afinitou k fazi mobilni, ¢imZ dochdzi k jejich d€leni. Latka se rozd¢€li mezi ob¢ faze ve
smyslu své distribu¢ni (rozdélovaci) konstanty (Kp), kterd udava pomér koncentraci latky
pritomné ve sloZce stacionarni ([A]s) a ve sloZce mobilni ([A]m).

_ [A]s SloZka, jejiz distribucni konstanta je velkd, se bude vyskytovat pfevdzné ve fazi
b [A]m stacionarni a bude se pohybovat pomaleji neZ latka, jejiZ konstanta je mala a jez
se vyskytuje pfevdzné ve fazi mobilni.
Chromatografii 1ze vyuzit jak k identifikaci latek v délené smési (kvalitativni chromatograficka
analyza) nebo stanoveni mnozstvi jednotlivych sloZek (kvantitativni chromatografickd analyza),
tak k ziskdn{ Cisté slozky smési (preparativni chromatografie).

Prvni chromatografii provedl v roce 1906 Michail Semjonovi¢ Cvét

(rusky Muxaun Ceménosuu Lleem; 1872-1919; rusky botanik, fyziolog a 4
biochemik), za iicelem rozdéleni barviv . . g
vyskytujicich se v listech rostlin. Na koloné “‘”"‘,
uhlicitanu vdpenatého ziskal dva zelené pruhy

(listovd barviva chlorofyl a a chlorofyl b) a .
nekolik Zlutych pruhit (karotenoidy). Teprve za

deset let byl Cvetiiv objev uzndn za velky

technicky prinos tomuto zpusobu separace.

Podle reckého chroma - barva - byl odvozen

ndzev chromatografie.

Zakladni rozdéleni chromatografickych metod

A) podle zptsobu provedeni:
« sloupcovd chromatografie (chromatografie na koloné)
Zakladem je kolona, tvofend trubici, ve spodu opatiend fritou a kohoutem (viz obrazek).

Trubice se naplnéni chromatograficky aktivnim materidlem, ktery vytvoii sloupec. Sloupec
nesmi vyschnout, jinak se v ném objevi trhliny a nedojde k rozdéleni. Zakotveni stacionarni
faze na nosi¢ se oznacuje jako impregnace. Pak ndsleduje naneseni vzorku a vyvijeni.
Rychlost toku mobilni faze se obvykle uddavd v ml/min. Mobilni faze vytékajici z kolony se
nazyva eluat. Déleni 1ze urychlit zvySenym tlakem na hladinu mobilni féaze.

Specidlnim typem sloupcové chromatografie je vysokotlakd (vysokoucinnd) kapalinova
chromatografie (HPLC). Zdkladem je Cerpadlo s vysokym tlakem mobilni faze, vysoce t¢inna
kolona a detektor. Cerpadlo tladi mobilni fazi pod tlakem aZz 30MPa do kolony, kde dojde k

(24

rozdéleni vzorku a jednotlivé Casti pak postupné protékaji detektorem. Detektor méii jak
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koncentraci protékajici latky, tak ¢as uplynuly od chvile startu. Jednotlivé slozky se ukazuji
jako piky, jejich koncentrace je zobrazena jako plocha pod pikem (z angl. peak = vrchol).

mobilni
vzorek faze
\*
4 A AV
.

oddélujici

se slozky 2

stacionarni
faze

i

—>

jimani frakci

Sloupcovd chromatografie — prubéh déleni smési tii ldtek na chromatografické kolonée.

« chromatografie v ploSném usporddani
Staciondrni fazi pfedstavuje kapalina zakotvend v archu chromatografického papiru (papirova
chromatografie) nebo tenkd vrstva adsorbentu nanesend na pevné podloZce (chromatografie
na tenké vrstve). Pohyb mobilni faze je zptisoben nejcastéji jejim vzlinadnim.

Podle sméru pohybu mobilni faze se papirova chromatografie déli na:

vzestupnou (rozpoustédlo se pohybuje smérem zdola nahoru, viz obrazek)
sestupnou (rozpoustédlo postupuje shora dolt)

kruhovou (rozpoustédlo se rozsituje radidln€ od stfedu papiru)
dvojrozmérnou (d€leni se provede nejprve v jednom smeéru a potom s jinou

vyvijeci soustavou ve sméru kolmém)
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stacionarni faze

/ p— ]

/
vzorek \
. standard
(smes) .. .
(Cista latka)
o CELO | |
= poloha, kam doputovala mobilni faze ) o
° pary mobilni faze
—
- START
= misto naneseni vzorku <— mobilni faze

Chromatografie v plosném uspordddni — pritbéh déleni smesi tri ldtek
v chromatografické komore.

B) podle skupenstvi fazi:

« plynovd chromatografie
Déleni muze probihat v soustavé plyn - kapalina nebo plyn - pevna latka. V prvém piipad¢ jde
o chromatografii rozd€lovaci, v druhém o chromatografii adsorpcni.

+ kapalinovd chromatografie
Déleni smési miiZe probihat v soustave kapalina - kapalina (chromatografie rozd€lovaci) nebo

v soustave kapalina - pevnd latka (chromatografie adsorpcni, gelova nebo iontové vymennd).

C) podle fyzikalné-chemického principu déleni:
« rozdélovaci chromatografie
Stacionarni f4zi je kapalina (zakotvend na vhodném nosici), kterd se nemisi s kapalinou
mobilni faze. K déleni dochdzi, maji-li latky rozdilné rozd€lovaci konstanty. Podminkou
pro uspésné déleni je vys$i rozpustnost latky ve staciondrni fazi, nez ve fazi mobilni.
 adsorpcni chromatografie
Staciondrni fazi je pevnd latka s adsorpnimi vlastnostmi (sorbent), mobilni fazi je kapalina
nebo plyn. Sorbent je latka, kterd ma velky povrch, na némz obsahuje skupiny, které vytvaii
slabé vazby s délenymi latkami. Tyto slabé vazby zadrzuji molekuly latek, které jsou
rozpusStény v mobilni f4zi. Smési se d€li na zdkladé rozdilné adsorpéni afinity jednotlivych

Vov s

slozek ke staciondrni fazi. Nejb€ZnéjSimi sorbenty pouzivanymi v chromatografii jsou
silikagel, oxid hlinity a kiemelina.
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« iontové vyménnd chromatografie

Stacionarni fazi je latka specifickych vlastnosti (iontoméni¢), mobilni fazi je kapalina.
Iontoménic je polymerni latka, kterd na svém povrchu obsahuje skupiny schopné disociace v
roztoku. Mezi staciondrni a mobilni fiaze se déli latky iontové povahy a to piisobenim
elektrostatickych sil mezi ionty rozpusténymi v mobilni fazi a disociovanymi funkénimi
skupinami iontoménice (napt. ~COO", ~SO3°, ~NH3*, ~CH2N*(CH3)3). Iontoménice lze délit
podle nédboje na katexy a anexy. Katex (zkrdcenim anglického kation exchanger) obsahuje
zaporné nabité skupiny a déli kationty. Anex (anion exchanger) naopak obsahuje kladné nabité
skupiny a déli anionty (viz obrazek). lonexy lze regenerovat za pouZziti roztokl obsahujicich
puvodni ionty. Jako regeneracni roztoky lze pouzit kyseliny, zdsady, nebo i NaCl, zdleZi na
konkrétnim pouziti a ionexu. Metoda ma Siroké vyuZiti napi. pro pfipravu deionizované vody,
k identifikaci izoenzymt, k separaci proteintl a k odstranéni nezddoucich iontl ze vzorku pred
jeho analyzou.

—
e e

Princip déleni

+ +
o+t "t 0 ©

Princip iontové vyménné chromatografie. Disociaci funkcnich skupin se vytvori na povrchu
ionexu ndboj, ktery poutd opacné nabité ionty. Jednotlivé ionty pritomné ve vzorku se vdZou
na intomeénic riiznou silou, ¢cimZ dochdzi k jejich délend.
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+ gelovd chromatografie (,,molekulovd sita“)
Stacionarni fazi je polymerni gel pravidelného prostorového usporddani, mobilni fazi je
kapalina. Slozky smési se d€li na zdkladé rozdilné velikosti molekul. Latky, jejichz
molekuly jsou vét$i neZ pramér poérti v gelu, nemohou do né¢j proniknout a postupuji vpred
s mobilni fazi. MenSi molekuly pronikaji do prostorovych ,,0k*“ a jejich pohyb se
zpomaluje (viz obrazek). Metoda se vyuzivd piedev§Sim u déleni makromolekuldrnich
latek, proteinti, enzymti, polysacharidii apod.

—
~— A

Princip déleni

Poradi frakci

2. mensi molekuly

x 1. vétsi molekuly
N~

Princip gelové chromatografie. Malé molekuly vstupuji do ,,chodbicek* v gelu, ¢cimZ jsou
zpoZdovdny oproti molekuldm, které se do poru v gelu nevejdou. Tyto velké molekuly
,bludiste* v gelovych cdsticich obejdou, jsou undseny spolu s mobilni fdzi a opousteji

kolonu jako prvni.
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« afinitni chromatografie
Staciondrni fazi je polymerni gel, ktery ma na svém povrchu kovalentné navazanu urcitou
latku (afinant), napt. protilatku, se schopnosti interakce se zkoumanym vzorkem (viz
obréazek), v piipad¢ protilatky jako afinantu s ptisluSnym antigenem. Mobilni fazi jsou
vétSinou pufry sriznou iontovou silou. Metoda se pouZivd pro separaci a izolaci
bioaktivnich latek (proteiny, nukleové kyseliny).

afinant slozky smési

T reA

SPECIFICKA reverzibilni VAZBA
jedné ze slozek

gel _’ A “

PROMYTI
= odstranéni nenavazanych slozek

gel —‘
ELUCE

= uvolnéni navazané slozky
z afinantu

d| _< ‘ izolovana slozka

Uy

Princip afinitni chromatografie. Afinant na sebe specificky navdze jednu slozku smési, ostatni sloZky
Jsou odstranény promytim. Zménou mobilni fdaze dojde k uvolnéni sloZky navdzané na afinant a
ziskame tak eludt obsahujici pouze tuto izolovanou sloZku.
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V chromatografii se uzivaji zkratky odvozené z anglickych ndzvi jednotlivych metod.

Anglicky nazev metody

Druh chromatografické metody

GC gas chromatography plynova chromatografie

LC liquid chromatography kapalinova chromatografie

HPLC high-performance liquid chromatography vysokoucinna kapalinova chromatografie
PC paper chromatography papirova chromatografie

TLC thin layer chromatography chromatografie na tenké vrstvé

GPC gel permeation chromatography gelova chromatografie

IEC ion exchange chromatography iontové vyménnd chromatografie

Vyhodnoceni chromatografickych metod

koncentrace

retenéni cas

gifka piku

cas —»

Sloupcova chromatografie - v priibéhu eluce se
postupné sbiraji frakce a to bud’ pomoci
Casového spinace ve stejnych Casovych
intervalech, nebo se vhodnym zafizenim
odebiraji frakce stejného objemu. Vyhodnocuji
se  nejCastéji  fotometricky. Grafickym
znazornénim prubéhu eluce je tzv. elucni
kfivka. Na osu x se nandsi elu¢ni ¢as nebo elucni
objem, na osu y naméfend absorbance. Eluce
izolované slozky ma tvar kiivky, kterd se svym
rozlozenim podoba Gaussové krivce. Jeji vyska
charakterizuje mnozstvi latky, jeji poloha (elu¢ni

¢as nebo objem odpovidajici poloze maxima) muze slouzit k jeji identifikaci. Porovnéni se
provadi pomoci zndmych standarda.

Chromatografie v ploSném usporadani - latky se v tomto

5 uspotadani obvykle pouze identifikuji. Misto, kam se nanasi
Celo [ vzorek, se oznacuje jako start, poloha mobilni faze v okamZziku
preruseni vyvijeni je €elo.
Identifikace se provadi pomoci retardacniho faktoru (Ry).
@) Retardacni faktor je pomér vzddlenosti start - téZisté skvrny
~|B vzorku (A) ku vzddlenosti start - ¢elo (B).
A A
R, =—
B
Start |........ S Hodnoty R¢ se uddvaji v tabulkdch, ale spolehlivéjsi je

srovndvat vzorek se standardy, které se nandSeji paralelné se

zkoumanou latkou a vyhodnocuji stejnym zptsobem.
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Acidobazické rovnovahy

Problematiku acidobazickych rovnovédh je nutno feSit ve spojitosti s teorii kyselin a bazi.
Vzhledem k aplikaci v biochemii se Ize na tomto misté pfi vykladu omezit pouze na vodné
roztoky. Kyseliny jsou takové latky, které mohou uvoliiovat proton (vodikovy Kkationt).
proton prijimd a to tim ochotnéji, ¢im je silnéjsi. Kazd4d kyselina tvoii se svou bazi
acidobazicky konjugovany pdr, pticemz silna kyselina je konjugovdna se slabou bazi a
naopak.

Kyselina — Baze + H* Konjugovany par
HCl — CI' + H* silnd kyselina / slaba baze
H2CO03 — HCO3 + H* slabd kyselina / silnd baze
NH4+* — NHs + H* slaba kyselina / slabd baze

Z uvedenych ptikladt vyplyva:

a) Je-li silnd kyselina (HCI) konjugovana se slabou bazi (CI'), bude se v paru HCl / CI’
uplatiiovat prakticky pouze kyselina jako donor protont, zatimco baze jako akceptor H' se
projevi v mife zcela zanedbatelné. To plati analogicky pro silnou bazi (HCO5") jako akceptor
protontu ve dvojici HCO3™ / HoCOs

b) Neni-li schopnost pfijimat ¢i odevzdavat proton jednozna¢né vyhranéna, oznacuji se tyto
latky jako amfolyty.

Proton miiZe byt uvolnén z kyseliny jen tehdy, je-li akceptovan piitomnou bazi. Analogicky
probihaji elektronové vymény v redoxnich dé&jich.

HCl —- CI' + H*
NH; + H" — NH4"

HCI + NH3;— NH4" + CI"

Zcela vyjimecné postaveni md pii t€chto vyménach voda, nebot’ miiZze byt podle situace jak
donorem, tak akceptorem protonu. Jako donor H* vystupuje v piitomnosti bazi (chova se jako
kyselina), v piitomnosti kyselin vystupuje jako akceptor H* (chova se jako baze).

HCl —» CI' + H* NH3 + H* — NH4*
H,O + H* — H;0* H,O — OH + H*
HCI + H,O — H30* + CI’ NH3 + HO — NH4"+ OH"
(voda jako baze) (voda jako kyselina)

K vyméné protonti dochdzi (i kdyz jen v nepatrné mife) i mezi dvéma molekulami vody (tzv.
autoprotolyza):
2 H,O — H30"+ OH"
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s 2

Latkovou koncentraci c¢(H30%) ve vod¢ Ize odvodit z rovnovazné disocia¢ni konstanty:

[H307].[0H]
[H,0]?

Ky =

K, .[H,0] [H,07].[0H"] = K,
Konstanta Ks se nazyva iontovy soucin vody a jeji ¢iselna hodnota je pii 25°C:

K. =1,12.107" mol*/I*

Ve vodé je c¢(H07)=¢(OH )= 107" mol/l. V kyselych roztocich je pak
c(H,0%) = 1077 mol/l, v alkalickych roztocich je c(H;07) < 1077 mol/l.

Vodikovy exponent (pH)

Pojem vodikového exponentu (bézné pH) zavedl S. P. L. Sorensen (1909) ve snaze
zjednodusit udaje o koncentraci vodikovych iontll v roztoku. Na jeho ndvrh bylo zavedeno
pouzivéni logaritmické stupnice:

pH = —log C[H+) C(H"') = 107PH

Analogicky 1ze logaritmickou funkci vyjadfit 1 dalsi vztahy odvozené z iontového soucinu
vody:

pOH = —log c(OH™) c(OH™) = 107P%# pH +pOH = 14

Po této dpravé md pak voda pH = 7, v kyselych roztocich je pH < 7, v alkalickych
roztocich je pH = 7. Prakticky rozsah hodnot pH ve vodnych roztocich je 0 az 14.

pH = 14- pOH pOH = 14 — pH

V klinické biochemii je velmi pozorné sledovdna hodnota pH arteridlni krve. Normadlni
hodnota je 7,40 + 0,04, coZz odpovida koncentraci H" ionta 40 nmol/l (s rozpétim 36,5 az
44,0 nmol/l). Ptfi pouzivani stupnice pH je nutno si vzZzdy pIné uvédomit, Ze jde
o logaritmickou Skalu. Zména pH o jednotku znamena zménu skute¢né koncentrace o fad.

Vypocet pH roztokii silnych kyselin a hydroxidi

Za silné kyseliny se povazuji takové kyseliny, které jsou ve zfedénych vodnych roztocich
prakticky upIné disociované. V takovém piipad€ lze z jejich latkové koncentrace odvodit
koncentraci vodikovych ionti. Pro vypocet pH se pouZije samoziejmé koncentrace c(H"),
kterd je zavislad na sytnosti piislusné kyseliny.
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HCl —- H* + CI c(H*) = c(HCI)
H2SO4 — 2H* + SO4* c(H*) = 2.c(H,50,)
Za silné hydroxidy se povazuji hydroxidy alkalickych kovi a kovi alkalickych zemin a to
proto, Ze jsou ve vodé plné disociovdny na kovovy kationt a hydroxidovy aniont OH". Tento

aniont je silnd baze, nebot’ odebird protony reakénimu partnerovi. Z koncentrace hydroxidu
1ze tedy odvodit i koncentraci ¢c(OH) potiebnou pro vypocet pH.

Vypocet pH roztokii slabych kyselin a hydroxidu

Slabé kyseliny jsou ve vodnych roztocich disociovany jen ¢astecné. Stupen disociace je
zéavisly na hodnot¢ disociacni konstanty. Disociuje-li slaba kyselina (HAc) dle rovnice:

HAc — H' + Ac
pak rovnovazna disociacni konstanta (Kx) pro tuto kyselinu je:

H*].[Ac™
k, <AL
[HAC]
Z disocia¢ni rovnice plyne, ze [H*] = [4A¢7], tedy po dosazent:

B [H+]:
K [HAC]

a po uprave:
—
c(HY) =/ Kg.c( HAc)

Koncentrace c(HAc) predstavuje koncentraci nedisociovanych molekul piitomné slabé
kyseliny. Vzhledem k tomu, Ze disociace probihd jen v malé mife a na celkovou koncentraci
kyseliny (ck) mé jen zanedbatelny vliv, povazuje se koncentrace c(HAc) za celkovou
koncentraci pfitomné kyseliny (cx). Zlogaritmovanim uvedeného vztahu a zavedenim pH a
pKx (0K, = —log K,) se ziskd konecny vyraz pro vypocet pH slabych kyselin:

1
pH = 7" (PK, —logcy)
Analogicky lze odvodit podobny vztah pro vypocet pH slabych hydroxidii:

1
pH = 14—5 .(pK, —loge,)
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Méreni pH

Urcovani pH patii k zdkladnim tdlohdm v laboratofi i v chemické praxi. PouZivaji se
jednoduché kolorimetrické metody i exaktni méfeni pomoci pH-metri. V kolorimetrickych
metodach se pouzivaji rizné acidobazické indikdtory nejcCastéji impregnované na prouzku
savého papiru. Presnost odhadu se pohybuje okolo + 0,2 jednotek pH. Modernimi pH-metry
zaloZenymi na principu potenciometrie 1ze métit pH s presnosti setiny jednotek pH.

Kolorimetrické méreni pH

Mg¢ieni je zaloZzeno na pozorovani barevnych zmén acidobazickych indikatort. Tyto
indikatory méni své zbarveni v zavislosti na koncentraci ionttit H* v roztoku. Pro méfeni jsou
vhodné pouze dvojbarevné indikatory, které piechdzeji z jedné barvy do druhé vzdy
v urcitém, pro n¢ charakteristickém rozmezi pH.

Indikator (I) se chovd jako slabd kyselina nebo slabd zdsada. Budeme uvaZovat Castéjsi
pfipad, tedy dvojbarevny indikdtor HI, ktery je slabou kyselinou. Jeho disociaci ve vodé
vyjadiuje disociacni rovnice:

H — H" + T
Rovnovazna disociacni konstanta K; je:

_ [EL[7]
* [HI]
Z této formule je mozné odvodit nasledujici vztah:
[I7] [baze]
= pK, + 1

Jsou-li formy [I'] a [HI] barevné odlisné, pak z odvozené rovnice plyne, Ze zméni-li se pH
roztoku, zméni se i pomér slozek a to je spojeno s barevnou zménou. Zmeénu barvy lze
rozlisit, je-li pfitomno alespont 10% jedné z forem indikatoru, z ¢ehoz plyne, Ze k vyraznym

H=7pK.+ 1 -
P P T08 [kyselina)

barevnym zméndm dochdzi v rozmezi pH = pK;, = 1. Tato skuteCnost je podkladem
kolorimetrického méfeni pH.

Velice jednoduché je stanoveni pH pomoci indikdtorovych papirkii (v CR je vyrdbi firma
LACHEMA). Universalni indikatorovy papirek ma osmnéctilennou srovndvaci barevnou
stupnici pro pH v rozmezi od 0 do 12 s moznosti odhadu + 0,5 pH.

K piesnéjiimu zjisténi pH lze pouZit papirky vyrabéné v CR pod ndzvem PHAN. Maji
uprostfed nanesen indikdtor a po obou stranidch jsou natistény srovnavaci barevné prouzky,
jejichz barevny tén odpovida urcitym hodnotdm pH. Ty jsou vyznaceny pro kazdy druh
papirku na pfiloZzené stupnici délené vétSinou po 0,3 pH. Presnost méfeni pii zachovani vSech
podminek je + 0,15 pH.
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Indikdtorové papirky PHAN

V praxi se osveédcily téZ razné specidlni indikatorové prouzky urcené pro prostiedi, kde bézné
papirky selhdvaji, napf. ke stanoveni pH siln¢ zabarvenych nebo zakalenych roztoka.
Specidlné ucelové papirky se pouZivaji rovnéZ v potravindistvi (kyselost mléka, syri,
tvarohu), v zeméd¢lstvi (reakce ptidy, kontrola sildze), v klinické biochemii (vySetfeni moci)
aj.

Stanoveni pH za pouZiti pufrii

Je-li zndmo piiblizné pH vySetfovaného roztoku, vybere se vhodny indikdtor, jehoZ barevny
piechod lezi v oblasti ptredpoklddaného pH. Jako srovndvaci roztoky se pouZiji pufry, u nichz
bylo pH zjiSténo presnym elektrometrickym méfenim. Vlastni stanoveni je jednoduché. Do
fady stejnych zkumavek se odpipetuje stejné mnozstvi vhodnych pufra liSicich se obvykle
00,2 pH. Do dalsi zkumavky se da stejny objem vzorku. Pak se ptidd do vSech zkumavek
stejné mnoZstvi indikatoru a porovnd se zbarveni vysetfovaného vzorku se zbarvenim pufrt.

Potenciometrie

Analyty, které vykazuji elektricky ndboj, 1ze kvantitativné stanovovat pomoci potenciometrie.
Je to elektrochemickd metoda zaloZend na méfeni rozdilu potencidlti mezi dvéma elektrodami.

Obecné je elektroda systém navzdjem vodivé propojenych elektrickych fazi. Prakticky jde
o elektricky vodi¢, ktery je v pifimém kontaktu s nécim dalSim vodivym, obvykle
elektrolytem. Elektrod je mnoho rtiznych typt podle jejich konstrukce a procest, které na nich
probihaji.

Vv

Principidln¢ nejjednodussi jsou elektrody prvniho druhu. Jsou tvofeny prvkem (kovem
v ptipadé vétSiny elektrod, vzdcné plynem, napt. vodikem) a jeho iontem obsaZenym
v roztoku. Napiiklad zinkovd elektroda vznikne ponofenim zinkového pliSku do roztoku
obsahujiciho Zn?* kationty.
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Zinkovd elektroda

Zn(s) === Zn* (aq) +2¢ (s)
) RT 2%
EE?:!,."E;':!""'" = EZ:'!.:"ZJ!=+ + E In [ZR' ]

standardn{ elektrodovy potencidl E; =-0,763V

4+
n/Zn

Presné&ji vystihuje efektivni koncentraci pojem aktivita, ktera se skute¢nou koncentraci souvisi
jednoduchym vztahem, napf. pro latku A:

Qg = ¥g- [4]

a.... aktivita ldtky A,
[A] ... rovnovdzind koncentrace ldtky A

y4 ... moldrni aktivitni koeficient (rozdil mezi aktivitou a koncentraci, ktery je zplsoben vzdjemnym
plsobenim ¢astic latky A s ostatnimi ¢asticemi v reakénim roztoku.)

Se zfed'ovanim roztokl se rozdil mezi aktivitou a koncentraci zmensSuje. S ohledem na to, Ze
roztoky vnitinitho prostiedi organismu jsou ponejvice silné zfedéné, nebyva zapotiebi
odliSovat koncentraci od aktivity.

Potenciometrické clanky jsou sestaveny ze dvou elektrod. Elektroda, jejiz potencidl neni
ovlivnén koncentraci stanovované latky a md tudiZz hodnotu elektrodového potencidlu
nemeénnou, se oznacuje jako elektroda referencni (srovndvaci). PouZivaji se napt. elektrody
argentchloridové (Ag/AgCl), kalomelové (Hg/Hg>Cl2) nebo merkurosulfatové (Hg/HgSOx).

Elektroda, kterd méni svij elektrodovy potencidl v zavislosti na zméndch koncentraci
stanovované latky, se oznacuje jako elektroda indikacni (mérnd). Jako mérné se pouzivaji
elektrody z kovu, jehoZ ionty jsou obsaZzeny v méfeném roztoku, nebo membrianové iontove
selektivni elektrody (sklenénd).
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Je-1i koncentrace stanovované slozky urovana piimo z hodnoty elektromotorického napéti
¢lanku, jednd se o potenciometrii pifimou (méteni pH).

Nepiimym vyuzitim potenciometrie je napf. potenciometrickd titrace. Grafickym zdznamem
prubéhu titrace s potenciometrickou indikaci je kfivka s charakteristickym esovitym tvarem.

Historie

Za prvai potenciometrickou prdci je povaZovina Hehradova studie o stanoveni halogenidii
dusicnanem rtutnym, r. 1893. TéhoZ roku Le Blanc pouZil vodikové elektrody ke stanoveni
koncentrace vodikovych iontii. Potenciometrické méreni se postupné stdvalo stdle béZnéjsim,
byly vyzkouSeny nové indikacni elektrody; predevsim elektroda sklenénd. Schopnost
sklenénych membrdn reagovat zménou potencidlu na zmeny koncentrace vodikovych ionti
objevil vroce 1906 M. Cremer. Prvni acidobazické meéreni provedli F. Haber s Z.
Klemensiewiczem roku 1909. F. Haber

Elektromotorické napéti ¢lanku U (znaceno také AE) je ddno rozdilem rovnovaznych
potencialt elektrody mérné (E., indikaéni) a elektrody srovndvaci (E.s, referencni):

AE:Em—Eref

Podle konstrukce konkrétni elektrody je jeji potencidl dan bud’ potencidlem elektrodovym,
nebo potencidlem membranovym.

Elektrodovy potencidl vznikd na fazovém rozhrani elektroda/elektrolyt. Probihd-li na
elektrodé elektrochemicka reakce podle rovnice:

aA+bB —cC+dD

lze rovnovazny elektrodovy potencidl v zavislosti na koncentracich (aktivitich) reagujicich
latek vyjadiit Nernstovou rovnici:

I (1)

zF  [A]*.[B]*

E" standardni elektrodovy potencidl redoxniho pdru (z tabulek)
-1
R plynovd konstanta (8,314 J-mol -K)
T absolutni teplota [K] (teplota ve °C + 273,15)
-1
F Faradayova konstanta (96485,3 C-mol )
Z pocet elektronit vymenénych pri reakci
[A], [B], [C], [D] rovnovdzné koncentrace umocnéné na

odpovidajici stechiometrické koeficienty

Walther Hermann Nernst (1864 — 1941) byl némecky chemik. Za svou prdci v oblasti
termochemie obdrZel v roce 1920 Nobelovu cenu. Nernst pomohl zaloZit moderni
fyzikdlni chemii a prispél do oblasti elektrochemie, termodynamiky, fotochemie.

W.H. Nernst
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Membranovy potencidl vznikd na fiazovém rozhrani membréana/elektrolyt tehdy, kdyz je
membrdna prostupnd pouze pro nékteré druhy iontl, a pro jiné nikoli. Jinak feceno,
membrana je propustnd pro rozpoustédlo i pro nékteré ionty, ne vSak pro vSechny. Diisledkem
toho je vznik Donnanova potencidlu na obou stranich membriny a membrianového
potencidlu, ktery je jejich rozdilem (A¢@) a je popsan vztahem:

RT ¢,
Ap= — In—
bof S o
odvozenym ze vztahu Nernstova.
BUNECNA MEMBRANA

=)
He
a

@

PROSTOR EXTRACELULARNI PROSTOR INTRACELULARNI

Priklad (Donnanovy) membrdnové rovnovdhy na bunécné membrdné. Kliny zndzornuji
potencidlovy spdd prislusnych iontu. Roztok na jedné strané obsahuje proteiny, které
nemohou prochdzet membrdnou. Jsou tedy mezi roztoky po obou strandch membrdny
rozdéleny nerovnomérné, proto bude mezi obéma stranami membrdny nenulovy potencidlovy
rozdil (AY Z0). Pritomnost iontii, pro které je membrdna nepropustnd, zpiisobi nerovnomérné
rozdélent ostatnich iontit mezi roztoky na obou strandch membrdny.
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Potenciometrické méreni pH

Elektrody pro méieni pH

Vodikova elektroda

Konvence stanovi, Ze standardni vodikova elektroda
je konstruovana jako platinovy pliSek, potazeny

platinovou Cerni, ponofeny do roztoku s aktivitou H, e ~ @
vodikovych ionti a(H*) = 1, nasyceného vodikem —>—

pod tlakem 101,325 kPa. Pt Pt

Platinova cerii katalyzuje disociaci molekuldrniho
vodiku na atomdrni, ktery je vrovnovaze s
vodikovymi ionty podle vztahu:

H» >2Ho2H +2¢ HCI

Potencidl vodikové elektrody uvedené konstrukce je Hg,Cl,
vychozim pro stanoveni potencidli ostatnich \_ Hg —~ )
elektrod. Tzv. standardni potencidl vodikové
elektrody se povaZuje za nulovy pro vSechny teploty.

PouZzitim této elektrody byly zméfeny relativni elektrodové potencidly kovli ponotfenych do
roztokii vlastnich soli. Na jejich zdklad¢ pak byla N. N. Beketovem  sestavena
elektrochemickd rada napéti kovu: Li, Rb, K, Na, Ba, Sr, Ca, Mg, Al, Be, Mn, Zn, Cr, Fe,
Cd, Co, Ni, Sn, Pb, H, Sb, Bi, As, Cu, Hg, Ag, Pt, Au. Kovy nachazejici se vlevo od vodiku
vykazuji zaporny potencidl, kovy vpravo od vodiku potencial kladny.

Sklenéna elektroda

Sklenénd  elektroda  je =~ membrinova.
Membranou je tenkosténnd banka ze
specidlniho sodno-vdpenatého skla. Vnitinim
elektrolytem je pufr (pro udrZeni konstantniho
pH), do kterého je ponofena vnitini referencni
elektroda, obvykle argentchloridova.
Pisobenim vody z méfeného roztoku dochazi
k hydrolytickému uvolfovani sodikovych
kationtli ze skla a jejich vyméné za vodikové
kationty z roztoku.

Vyhodou sklenéné elektrody je, Ze méfeni neni ovliviiovano piitomnosti oxida¢né-redukcnich
soustav, iontli tézkych kovi, bilkovin, povrchové aktivnich latek nebo nékterych organickych
rozpoustédel.
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Dalsi typy elektrod pro méieni pH

Metalicko — oxidové elektrody

Elektrody z kovi (Sb, Bi, Te), jsou tvofeny ty¢inkou z Cistého kovu, na jehoZ povrchu se po
ponoieni do mérného roztoku vytvoii film ptislusSného oxidu.

Chinhydronovd elektroda

Je tvofena platinovym dratkem ponoienym do roztoku nasyceného chinhydronem.
Referencni elektrody

Argentchloridovd elektroda

Je tvofena stiibrnym driatkem (nebo platinovym dratkem s elektrolyticky vyloucenym
stifbrem) pokrytym chloridem stiibrnym, ponofenym do roztoku chloridu draselného,
nasyceného chloridem stfibrnym. Pouziva se v ¢lanku s mérnou elektrodou sklenénou.

Merkurochloridova elektroda
Je tvofena rtutovou elektrodou podvrstvenou suspenzi chloridu rtutného (kalomelu, Hg>Cl»)
v roztoku chloridu draselného.

Kombinované elektrody

Z praktickych divoda jsou ¢asto mérnd a srovndvaci elektroda spojeny do jednoho celku.
Tyto elektrody se nazyvaji kombinované a dosahuji stejné presnosti a citlivosti jako odd¢leny
elektrodovy systém.

- l':] I:] Hg __I:]
T, W Thg, Aqc Ag/ AgCl
Hg Cl
2 2
® KCl ©Kd ©Kd
- i) sp Pt

Y

N 0 U

Konstrukcni typy elektrod pro mereni pH

1 — sklenénd, 2 — sklenénd kombinovand (s referentni), 3 — antimonovd, 4 — platinovd,
5 — merkurochloridovd, 6 — argentchloridovd
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Piima potenciometrie

Soubor metod, pfi kterych se zjiStuje aktivita ¢i koncentrace nékterého iontu ¢i molekuly
pomoci ¢lanku tvofeného mérnou a referencni elektrodou, je potenciometrie piimd. Clanek
spolu s voltmetrem mé&ii elektromotorické napéti.

Potenciometricka titrace (neprima potenciometrie)

Pfi potenciometrické titraci se sleduje zavislost potencidlu (u neutralizacnich titraci i zavislost
pH) na objemu pfidaného titracniho C¢inidla. Pribéh titraci neutralizacnich, srdZecich,
komplexnich i redoxnich je podobny a vyslednd titracni kiivka ma charakteristicky esovity
tvar. Spotieba titratniho roztoku v ekvivalentnim bod€ se odeCte z grafu nebo se ziska
vypoctem. Vyhod takto provadénych titraci je n¢kolik:

- objektivita
- neni nutno pouZit indikator
- Ize titrovat i1 roztoky zakalené nebo zbarvené

?{] byreta
-_; s titracnim 1 )
1 ¢inidlem zobrazovac
winlaL
L
- @ "™ 250"

voltmetr

elektroda

titrovany
vzorek

michadlo

elektromagneticka
michacka

Potenciometrickd titrace

38



Kalibrace pH-metru

Pfi potenciometrickém méteni pH se provede nejprve kalibrace pH-metru, pak se uskutecni
vlastni méfeni. Kalibrace pH-metru, pfi niZ se dvéma hodnotdm napéti naméfeného pii pouZziti

7 M7

kalibra¢nich pufrii ptifadi ptislusné hodnoty pH.

pH metr
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Tlumivé soustavy

V chemické praxi byvaji pro rizné ucely poZzadovany roztoky s urcitou konkrétni hodnotou
pH, kterou si navic maji zachovat i pfi ptsobeni riiznych vné&jsich vlivii. Tento poZadavek lze
v silné kyselé a siln¢ alkalické oblasti pokryt vhodnym fedénim silnych anorganickych
kyselin resp. hydroxidi. Ve stfedni oblasti stupnice pH (asi 3 az 11) plni tuto funkci tzv.
tlumivé roztoky, oznacované rovnéz jako ustojné roztoky, tlumice, ustoje, ndrazniky nebo
pufry (z ném. Puffer - ndraznik). Jak oznaceni napovidd, maji tyto roztoky schopnost
podstatnym zptisobem zmirnit (ztlumit) zménu pH, k niZ by jinak vlivem zdsahu zven¢i doslo.

Tlumivé soustavy jsou sloZzeny vzdy ze dvou slozek: slabé kyseliny a jeji konjugované baze,
event. ze slabé baze a jeji konjugované kyseliny. V prvém piipadé¢ budou mit ob¢ slozky
spoleény aniont (napt. CH3COOH a CH3COONa), v druhém ptipad€ maji spolecny kationt
(napt. NH4OH a NH4Cl).

Funkci tlumivych roztoki Ize dobfe vysvétlit na piikladé acetdtového pufru, ktery je tvoren
smesi roztoku kyseliny octové a octanu sodného. Kyselina octova je slaby protolyt a jeji
disociace je jeSté vice potlacena piitomnymi ionty CH3COO", které vznikly disociaci jeji soli.
Okyseli-li se tento roztok, pak piidané ionty H* zreaguji ihned s ionty acetitovymi na
nedisociovanou CH3COOH a pH roztoku se pfili§ nezméni.

CH;COO" + H* — CH3COOH

Prida-li se naopak roztok silné zdsady (napi. NaOH), probéhne reakce s kyselinou octovou
op¢t bez podstatného vykyvu pH.

CH:COOH + OH — CH3;COO™ + H.0

Analogicky se chovd i pufr amoniakatovy (NH4OH / NH4Cl). Néraz kyseliny (a tim nutné
vyvolanou prudkou zménu pH) ztlumi hydroxid amonny (I.), zménu pH vyvolanou silnym
hydroxidem ztlumi pfitomny chlorid amonny (II.)

I. NH4OH + H* — NH4* + H20
II. NH4" + OH" — NH4OH

Henderson-Hasselbalchova rovnice

Pufr je soustavou dvou sloZzek se spoleCnym aniontem nebo kationtem. Smiché-li se napft.
kyselina octova a octan sodny ve vodném prosttedi, probéhnou tyto reakce:

CH3COOH — CH3COO" + H*
CH3COONa — CH3COO™ + Na*
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Disociacni konstanta (Kx) kyseliny octové je:

_ [cH,c007).[H]
* " [CH,COOH]

Disociace kyseliny octové je siln¢ potlacena piitomnymi ionty CH3COO", takZe 1ze povaZovat
hodnotu [CH;C007] za ldtkovou koncentraci soli v celkovém objemu pufru (cs) a hodnotu
[CH; COOH] za latkovou koncentraci piitomné kyseliny v celkovém objemu pufru (c).

Po tprave:

[H*] .c

K, - =
Cr

S K,.c,
(H :I e

5

Po zlogaritmovéni dostaneme kone¢ny vyraz oznacovany jako Henderson-Hasselbalchova
rovnice, ktery slouZi k vypoctu pH a slozZeni tlumivych soustav:

cg
pH =pK, + log—
r

Symboly cs a ck oznacuji latkové koncentrace sloZek v celém objemu pufru. Henderson-
Hasselbalchovu rovnici lIze upravit do tvaru s latkovym mnozstvim, ktery 1ze s vyhodou
pouZivat ve vét§ing vypoctl:

g

n
pH =pK, + log—
Ty,

Analogicky Ize pfipravit tlumivy roztok pro alkalickou oblast pH a to ze smési roztoku slabé
baze a jeji konjugované kyseliny, napt. z amoniaku a chloridu amonného. Podobnou tvahou
jako v predchozim piipad¢ je mozno odvodit Henderson-Hasselbalchovu rovnici, kterd ma
pro tyto ptipady tvar:

n
pH =14 — ('pff;, + lng—g)

Ty,
K pfipravé tlumivych soustav se pouZzivaji roztoky slabych kyselin a jejich soli, ale vhodné

jsou rovnéz hydrogensoli, napt. dvojice NaH>PO4 a Na;HPO4. Stl s vétsim poctem atomi
vodiku zastupuje kyselinu.

Jind moZnost piipravy pufril je ¢astecnd neutralizace kyselin ¢i zdsad vypocitanym mnoZstvim
piislusného cinidla. Napft. v acetatovém pufru lze nahradit octan sodny reakci kyseliny octové
a NaOH, nebo v amoniakdtovém pufru chlorid amonny reakci amoniaku s HCI.
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Smichdanim nékolika tlumivych soustav lze ziskat pufry ucinné v Sirokém tuseku pH. Napt.:
Britton-Robinsontv universalni pufr je smési H3PO4, CH3COOH a H3BOs3, k nimZ se ptida
piedepsané mnoZstvi NaOH, coz vzhledem k trojsytnosti kyseliny fosforecné predstavuje pét
tlumivych soustav, které pokryvaji celou oblast pH v rozmezi 2 az 12. SloZeni tlumivych
soustav se uvadi v riznych tabulkach. Pro ndzornost uvedeme nejbézZnéjsi.

Tlumiva soustava Oblast pH
Kyselina citronova - citrat sodny 306 %1
Kyselina octova - octan sodny 475+ 1
NaH2PO4 -a NazHPO4 7,21 £1
H3BOs - Na:B4O7 9,24 £ 1
NH4OH - NH4Cl 9,25 +1
Na:HPOg4 - Na3POq 12,32 + 1
H3PO4 - CH3COOH - H3BOs - NaOH 1,8 az 12

Vyznam tlumivych soustav je mimotadny. Uplatiiuji se pii mnoha chemickych procesech v
roztocich, vcetné¢ biochemickych a jsou nezbytnou soucdsti regulac¢nich soustav Zzivych
organismtl.

Funkce tlumivych soustav

Ukolem tlumivych soustav je zabranit velkym zméndm pH v roztoku. Jejich téinnost omezuje
n¢kolik Cinitelt.

Prvnim limitujicim faktorem je hodnota disociani konstanty pKk (resp. pK.). Maximdlni
pufrovaci schopnost maji takové soustavy, kde je:

pH = pK, pak je n, = mn,
resp. pH = 14 -pK, pak je m, = n_

Dobrou pufrovaci schopnost maji jesté roztoky, kde je:

n, I, 1 10
— = (T‘ES‘}J.—) = —— af —
1, . 10 1

Tento pomér vymezuje tzv. pufrovaci oblast. Kazdy jednoduchy pufr je tedy pouZitelny

v rozsahu
pH = pK, + 1 resp. pH = 14— (pK_ +1)

Dalsim ¢Cinitelem, ktery ovliviiuje vlastnosti pufru, je ldtkové mnoZstvi jeho sloZek.

Z Henderson-Hasselbalchovy rovnice plyne, Ze pomér sloZek ovliviiuje hodnotu pH, zatimco
jejich latkové mnozZstvi ma vliv na kapacitu pufru.
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Pufrovaci kapacita uddvd ldatkové mnoZstvi silné kyseliny nebo hydroxidu, které zpiisobi
zménu pH o jednotku. Kapacita je zavisld na latkovém mnoZstvi slozek pufru. Bude-li pufr
obsahovat vice soli, bude 1épe odoldvat ndporu kyseliny. Bude-li naopak obsahovat vice
kyseliny, bude 1épe odoldvat ndporu zdsady. Budou-li obé sloZky zastoupeny stejné, bude na
obé¢ strany vyvazeny.

Pro pufr se ¢asto udava tzv. celkové koncentrace pufru, kterd je diana vztahem:
n, n,+mn, ( n, +n, )
c, = = \resp.=— ————

2
Py, v, v,

B =

cp celkova koncentrace pufru
np celkové laitkové mnoZstvi slozek pufru
V, objem pufru
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Optické metody

Vv s

Optické metody patii mezi nejvyuzivanéjsi analytické metody v biochemické laboratoti. Tyto
metody jsou zaloZeny na interakci elektromagnetického zdtfeni s hmotou. Podle toho, zda pfti
interakci dochdzi k vyméné energie mezi zkoumanym vzorkem a zafenim, délime optické
metody na spektrdlni a nespektralni.

Principem spektralnich metod je vyména energie mezi latkou a zdfenim. Hmota ma schopnost
zéareni charakteristickym zpiisobem pohlcovat - energii pfijimat (kolorimetrie, fotometrie nebo
spektrofotometrie, atomova absorp¢ni spektrometrie) nebo naopak vysilat (emisni spektralni
analyza, plamenova fotometrie).

U nespektralnich metod nedochdzi k vyméné energie, ale pouze ke zméndm urcitych
vlastnosti zafeni. Napiiklad muize dojit ke zméné rychlosti zafeni (refraktometrie) nebo
k otdCeni roviny polarizovaného svétla (polarimetrie).

Slovo optika pochdzi z rec. optikés, coZ znamend "tykajici se videni", od ops znamenajici
"oko, zrak"; o@pOoiuol (opthalmos) = oko, zrak, zdblesk

Vlastnosti elektromagnetického zareni

Elektromagnetické zdieni je pticné vinéni tvorené dvéma slozkami - elektrickou (vektor

intenzity elektrického pole E) a magnetickou (vektor magnetické indukce E). Obe¢ slozky jsou
neodd¢litelné spjaty a vytvareji jediné elektromagnetické pole. Tyto slozky jsou na sebe

v v

navzdjem kolmé a jsou kolmé na smér Sifeni vinéni.

Y A

Podstatu elektromagnetického vineni vyloZil ve 2. poloviné 19. stoleti
James Clarc Maxwel (1831-1879, Skotsky matematik a fyzik). Z jeho
teorie elektromagnetického pole vyplyvd, Ze kolem cdstic s ndbojem, které

se pohybuji se zrychlenim, existuje proménné elektrické pole vyvoldvajici
zdroven promenné pole magnetické.

44



Elektromagnetické zareni ma dudlni charakter. Lze jej povaZovat za vInéni i proud ¢astic, tzv.
fotond.

Foton je kvantum energie elektromagnetického vInéni, jako Castice mad foton nulovou
klidovou hmotnost a pohybuje se vyhradné rychlosti svétla. Svétlo se ze zdroje Sifi ve
vlnoplochéch, které maji tvar soustfednych kulovych ploch. Ve vakuu se svétlo §ifi rychlosti
¢=299792458 m.s! (c = 3.10. m.s! = 300 000 km.s!), coZ je maximalni rychlost jakou
mohou hmotné objekty dosahnout. V ostatnich prostifedich je rychlost svétla vidy nizsi
neZ ve vakuu.

Elektromagnetické zafeni je charakterizovdno vinovou délkou A, respektive frekvenci f, kterad
urcuje jeho fyzikdlni vlastnosti. Vinovd délka A urcuje barvu svétla. Zdroj vyzatujici svétlo
charakterizuje frekvence f. Frekvence se pii pruchodu svétla riznymi prostfedimi neméni.
Vztah mezi frekvenci a vinovou délkou uddva rovnice:

f=5S [s =HZ

||

kde ¢ ... rychlost svétla ve vakuu, 3.108 m.s™!
A ... vinovd délka [vétsinou v nm, 1 nm = 10°m]

Energie zéfeni je nepiimo imérnd vinové délce svétla (A = nejmensi vzdalenost dvou bodi
kmitajicich se stejnou fazi). Tzn. ¢im kratSi je vlnovd délka, tim vysSsi je energie fotonu.
Energie fotonu je ddna vztahem:

_ he _ 4
E="=h-f [

kde k... Planckova konstanta, 6,6252.10°% J.s
¢ ... rychlost svétla ve vakuu, 3.10% m.s!

A ... vinovd délka [nm]
S

... frekvence [Hz = s7']

Diouhé viny (pomalé kmity)
Radiové viny
Mikrovinné zafen!
£50-800 nm
Infradervené svétlo. 2 590-640 nm
L 550-580 nm
490-530 nm
460-480 nm
Ultrafialové svétlo 440-450 nm
390-430 nm
Paprsky X
Gamma zafeni

Krdtké viny (rychié kenity)
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Podle vinové délky lze rozlisit nékolik druhti zéfeni - zéareni vy, zafeni X, ultrafialové zéfent,
viditelné a infracervené zireni, mikrovlny a radiové vlny. Souhrn vSech elektromagnetickych
vln uspofddanych podle stoupajici vinové délky se nazyva elektromagnetické spektrum
(nékdy zvané Maxwellova duha). Hranice mezi jednotlivymi druhy elektromagnetického
zéfeni neni ostrd, piechody jsou plynulé nebo se oblasti jednotlivych druhd zafeni
i prekryvaji.

FREKVENCE [Hz]
10 10° 10t 10+ 10'® 1ot 10"
OPTICKA OBLAST
MIKROVLNY

VIDITELNA OBLAST
I RENTGENOVE VLNY

v PAPRSKY

RADIOVE VLNY

—
T T T T T T

T T T T T T T T T T
10 107 1ct 107 107 107 107 10% 107 10% 107 10® 10® 10" 10" 1077

VLNOVA DELKA [m]

Spektrum elektromagnetického zdreni

Svétlo je cast elektromagnetického vinéni (elektromagnetického zdieni) vyvolavajici
v lidském oku stimulaci fotoreceptorii sitnice. Jedn4 se o frekvenci 8,0.10'* Hz az 3,9.10'* Hz,
coz odpovida vinové délce svétla ve vakuu od 390 nm do 800 nm. Tento rozsah je viditelnym
svétlem pro c¢lovéka. Nékteré druhy zivoCicht vnimaji jiny rozsah, napt. vcely jej maji
posunuty smérem ke kratSim vinovym délkam (ultrafialové zéareni), naopak nékteii plazi
vnimaji i infracervené zafeni.

Absorpce a emise zareni, barevnost latek

V atomech a molekuldch se elektrony pohybuji v orbitalech, jejichZ energie jsou kvantovény.
Jestlize elektrony zaujimaji nejniZsi energetické stavy, fikdme, Ze jsou v zdkladnim stavu.
Existuji vSak i dal$i energetické kvantové stavy molekuly, tzv. excitované stavy. Atom nebo
molekula miZze pfijmout - absorbovat jen takovy foton, jehoZ energie odpovidd ptfechodu
mezi pfitomnymi energetickymi hladinami. Pokud je latka v excitovaném stavu, mize naopak
foton odpovidajici energie vyzafit - emitovat a navrdtit se do zdkladniho stavu. Téchto
principt vyuzivaji spektralni optické metody.

Latky, které neabsorbuji zaieni ve viditelné oblasti, vnimame jako latky bezbarvé. Pokud
latka obsahuje valen¢ni elektron, ktery muze byt excitovdan do vyssi energetické hladiny
elektromagnetickym zédfenim a energeticky rozdil téchto hladin odpovidd energii fotonil
vlnové délky ve viditelné ¢asti spektra, tato latka se jevi lidskému oku barevna. Barva bude
odpovidat barvé doplitkové k barvé absorbovaného svétla, viz tabulka.
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Absorbovanad vinovd délka

Barva absorbovaného svétla Barva ldtky
[nm]

400 - 435 fialova Zlutozelena
435 - 480 modra zluta
480 - 490 zelenomodra oranZova
490 - 500 modrozelend Cervena
500 - 560 zelend purpurova
560 - 580 Zlutozelena fialova
580 - 595 zluta modra
595 - 650 oranzova zelenomodra
650 - 670 cervena modrozelena

Na zdkladé chemické struktury lze barevnost predpoklddat, jestliZe ldatka obsahuje systém
systéem ndsobnych vazeb (—CH=CH-CH=CH-), charakteristickou funkcni skupinu, napr.
azoskupinu (-N=N-), komplexni slouceniny s kovem jako centrdlnim atomem nebo slouceniny
obsahujici prechodny kov ve vysokém oxidacnim stupni. Toho vyuZivaji analytické metody
v lékarské chemii a biochemii, napr. pri pritkazu etanolu ve vydechovaném vzduchu lze vyuZit
zménu barvy pri redukci Cr°* na Cr’*. Biuretovd reakce vyuZivd tvorby barevnych komplexii
pri stanoveni bilkovin, atd.

oA

Optické prostiedi oznacujeme podle toho, jak ovliviiuje Sifeni svétla:

1) prithledné — v tomto optickém prostfedi nedochdzi k rozptylu, u ¢&irého prochizeji
vSechny vlnové délky bez zeslabeni, u barevného prostiedi projde jen jeho urcita
vlnova délka, ostatni svétlo je pohlceno

2) prasvitné — zde se Cast prochdzejiciho svétla rozptyluje, dochazi ke zméné jeho sméru
Siteni (napt. matné sklo)

3) nepriihledné — v tomto prostiedi je svétlo siln¢ pohlcovdno nebo dochdzi k odrazu
(napft. pii dopadu na zrcadlo)

Pokud mé optické prostiedi ve vSech mistech stejné vlastnosti, jednd se o prostredi
homogenni, jestlize se jeho vlastnosti v riznych mistech 1isi, jde o prostfedi nehomogenni.
Siti-li se svétlo viemi sméry prostfedi stejnou rychlosti, jde o optické prostiedi izotropni.

U anizotropniho prosttedi je rychlost Sifeni svétla v riznych smérech riznd a jeho rychlost
Siteni je tedy zdvisla na sméru (napt. CaCO3).

Svétlo Sitici se ze zdroje miiZe byt:

1) monochromatické — svétlo urcité frekvence nebo 1izké oblasti frekvence jedné urcité
barvy (lat. chromos = barva), tento druh svétla se v piirod€ nevyskytuje, zdrojem mohou
byt napt. specidlni lasery

2) sloZené — svétlo obsahujici vinéni o riznych vinovych délkdch, bézné svétlo, jehoz
zdrojem je napt. Zarovka, Slunce nebo zatfivky

3) bilé — cast sloZzeného svétla, kde jsou zastoupeny pouze slozky viditelného zateni
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Odraz a lom svétla nastdvaji na rozhrani mezi dvéma opticky riznymi prostfedimi. Kazdé
rozhrani optickych prostiedi je charakterizovano indexem lomu.

Absolutni index lomu urcCuje kolikrat pomaleji neZ ve vakuu se v daném prostiedi svétlo Sifi
(index lomu vakua je 1, ostatni prostfedi maji tento index vétsi).

PR

Relativni index lomu udivd pomér rychlosti Sifeni svétla ve dvou opticky rozdilnych
prostredich.

C
Index lomu n: n = -
v

kde ¢ ...rychlost svétla ve vakuu (3.10° m.s'1, v prvnim prostiedi)
v ... rychlost svétla ve druhém prostiedi [m.s]

Pro odraz a lom plati dva zédkony:

1. Zdakon odrazu:

Uhel odrazu &' se rovnd Ghlu dopadu a a lez{ v roving dopadu. a = a

2. Zdkon lomu (Snelliy zdkon):

Tento zdkon udava vztah mezi thlem dopadu ¢ a thlem lomu_g, ktery lezi v rovin¢ dopadu.

n,-sinff = n, -sina

sine n, v

sinf  n, v,

kde @ ... thel dopadu
p ... thel lomu
vy ... rychlost svétla v prvnim prostredi
v2 ... rychlost svétla ve druhém prostiedi
np ... index lomu svétla prvniho prostredi
n; ... index lomu svétla druhého prostiedi

k 1
k o n ik
1
/u’I
o | & '
L 8/
1
|
]
|
Odraz sveétla Lom svétla Lom ke kolmici Lom od kolmice
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ProtozZe plati, Ze absolutni index lomu je zavisly na vlnové délce prochédzejiciho svétla, lze
bilé svétlo rozlozit lomem na jednotlivé barvy.

:L:___"‘“-* fervena

-\-‘-\--\_
— > Hutd
Tl . .
fialova

Index lomu roztoku je zavisly na jeho koncentraci. Toho vyuziva refraktometrie, kterd se
diive vyuzivala v klinické praxi ke stanoveni relativni hustoty moci nebo ke stanoveni
celkové bilkoviny v séru.

Interference

Pokud se prostfedim §ifi soucasné vice vinéni z riznych zdrojt, kazdé vinéni se chova podle
principu nezdvislosti Siieni vinéni, tzn. kazdé z téchto vinéni se Sifi tak, jako by v daném
prostredi jiné neexistovalo. Vzhledem k tomuto principu dochdzi v mist€¢ setkdni vinéni
k jejich skladani a vznikd sloZené vinéni. Tato vinéni se v urCitém bod¢ vzdjemné zesiluji,
zatimco v jinych bodech se vzdjemné rusi. Na tomto principu pracuji nejjednodussi
monochromatory - interferenc¢ni filtry.

Difrakce (ohyb)

Difrakce je ohyb svétla na jakékoliv piekdzce o velikosti srovnatelné s vinovou délkou zafeni.
Tento jev muzeme sledovat, prochdzi-li svétlo Stérbinou. Dochdzi k ohybu svétla a to se
castecné §iii 1 za piekazkou, kam by se Sitfit nemélo (svétlo se Siti i do oblasti geometrického
stinu). Protoze hranice mezi svétlem a stinem neni ostrd, vytvoii se ohybovy (difrakcni)
obrazec, coz je soustava nestejné Sirokych svétlych a tmavych pruht. Na principu difrakce
pracuje rentgenova strukturni analyza, coZ je metoda studujici prostorovou strukturu
makromolekul napf. enzyml nebo nukleovych kyselin. Roku 1959 byla analyzovdna touto

metodou struktura hemoglobinu.
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Difrakce na bodové sterbiné Difrakce malé sterbine

Ohyb svétla jako prvni pozoroval kolem roku 1660 Francesco Maria Grimaldi (italsky
matematik). Ten nechal do zatemnéné mistnosti dopadat slunecni svétlo malym kruhovym
otvorem a do drdhy tohoto svétla umistoval ruzné predmety. Zjistil, Ze stiny jsou neostré a
navic ohranicené barevnymi prouzky.

Fotoelektricky jev

Na tomto principu pracuji detektory zafeni ve spektrofotometrech. Jednd se o fyzikalni jev,
tzv. fotoelektrickou emisi, kdy jsou v disledku absorpce elektromagnetického zafeni z latky
(nejcastéji z kovu) uvolnény (emitovany) elektrony (fotoelektrony). Pokud tento jev probiha
na povrchu litek, vlivem vnéjsiho elektromagnetického zédteni se fotoelektrony uvoliuji do
okoli, jedna se o fotoelektricky jev vnéjsi, a vyuZiti tak nachazi v soldrni energii. Tento jev
vSak miiZe probihat i uvnitt latky, uvolnéné elektrony potom latku neopoustéji, zistavaji jako
vodivostni elektrony, potom hovoiime o fotoelektrickém jevu vnitinim, coz se uplatiiuje napf.
u polovodicu.
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Absorpéni spektroskopie

Spektroskopie je rozsdhly obor, ktery zkouma vlastnosti a pouZiti optickych spekter. Podle
toho, zda zkoumd vznik (emisi) nebo absorpci fotont, rozd¢lujeme spektroskopii na emisni a
absorp¢ni. Podle povahy zkoumané latky Ilze spektroskopii rozdélit na atomovou a
molekulovou. Pfi téchto metoddch se vyuzivd zafeni v ultrafialové (UV), viditelné (VIS)
nebo infracervené (IR) oblasti spektra.

Spektroskopické metody patii mezi nejstar$i a dosud nejpouzZivangj$i ndstroje analytické
chemie. VyuZivaji se jak pro strukturni analyzu, tak pro stanoveni koncentrace latek.

Historie

Zdklady k pevnému zakotveni spektroskopie v chemii poloZili
Gustav R. Kirchhoff (vlevo) a Robert W. Bunsen (vpravo)
objevem metody emisni spektrdlni analyzy v roce 1859. Tuto
metodu pouZili k doplneni periodického systéemu o dva nové
prvky alkalickych kovit — cesium (1860) a rubidium (1861). Z
nasich chemikit se s metodou spektrdlni analyzy sezndmil
béhem rocniho pobytu v Bunsenové universitni laboratori v
Heidelbergu (1878—-1879) Bohuslav Brauner (1855-1935),
ktery pak v letech 1881-1882 v laboratori Sira Henry
Roscoe v Manchestru metodou absorpcni spektroskopie
identifikoval v separovanych frakcich didymu (smési
praseodymu a neodymu do té doby povaZované za jeden z
prvkit této skupiny), dva nové prvky skupiny vzdcnych zemin
(1882). Izolované frakce didymu, oznacil Brauner jako Dio. a
Dip. Tento postup pozdeji reprodukoval Auer von Welsbach

a nazval tato chemickd individua praseodym a neodym (1885).

Absorp¢ni spektrometrii si miizeme zndzornit nasledujicim obecnym schématem:

zdroj J
Ly ) , monochromator vzorek detektor
zafeni

Pti absorpci elektromagnetického zafeni (svétla) nastdva interakce elektrické slozky zéareni
s elektrickym polem molekuly, které je vytvafeno pohybujicimi se elektrony kolem
jednotlivych jader atomi. Elektrony se pohybuji v orbitalech, jejichZ energie jsou kvantovany.

vV

Podminkou absorpce svételného zéafeni je existence dalSich energetickych kvantovych stavii
molekuly, kterym fikdme excitované stavy. Jinymi slovy, absorbuje-li molekula svételné
zéareni, zaujmou elektrony vyssi energetické hladiny a dostanou se do excitovaného stavu a
molekula tak zméni sviij elektronovy stav. Pravdépodobnost pifechodu urcuje zaroven velikost

absorpce.
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Velic¢inu, kterd charakterizuje pravdépodobnost ptechodu, nazyvdme moldrni absorpcni
koeficient ¢. Tento koeficient charakterizuje strukturu slouCeniny a nezdvisi na koncentraci
latky. Zavislost molarniho absorpéniho koeficientu, resp. absorbance na vlnové délce
pouZitého zateni nazyvame absorpcni spektrum. Absorpéni spektrum jedné latky se obvykle
skladd z vice neZ jednoho pdsu. Jednotlivé pdsy odpovidaji urCitym castem struktury
molekuly. Pdsy mohou byt oddéleny nebo se mohou piekryvat.

A
Absorbce 453
chlorofyl b
430 RAe
chlorofyl a
642
: 1 T T
400 500 600 700

VInova délka [nm]

VsSem absorpénim metoddm je spoleCny princip: méfime pomér intenzity zafeni, kterym
vzorek ozafujeme, a intenzity zafeni, které vzorkem proslo.

Zavadime veli¢inu transmitance T (propustnost) vztahem:

I

T = —
I 0]

T ... transmitance

I ... intenzita svétla, které proslo vzorkem

Iy ... intenzita svétla, které do vzorku vstoupilo

Kromé vlastnosti vzorku je intenzita zafeni dopadajiciho na detektor ovlivnéna i absorpci a
odrazem svétla na sténach kyvety a v optice fotometru, prosttedim, v némZz probihd méteni

Vs

atd. Proto se obvykle méfi transmitance relativné vzhledem ke slepému vzorku (blank,
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porovnavaci roztok), tj. roztoku obsahujicimu vSechny slozky vyjma stanovované latky.
V praxi se tedy nejprve zm¢ii intenzita svétla prochdzejicitho slepym vzorkem, potom se za
stejnych podminek mé&ii intenzita svétla prochazejiciho analyzovanym vzorkem.

detektor

I ly

vzorek

detektor

slepy vzorek
(BLANK)

Princip méreni absorpcnim spektrofotometrem

Transmitance je pak definovana vztahem

I,

T =—
-I b

T ... transmitance

I, ... intenzita sveétla, které proslo vzorkem

Iy ... intenzita svétla, které proslo slepym vzorkem

ME¢fi-li se transmitance timto zpusobem, neni tieba se zabyvat nespecifickymi ztritami
intenzity svétla. Intenzita svétla, které prochédzi slepym vzorkem, se povazuje za 100 % (tj.
transmitance blanku je 100 %) a transmitance vzorka absorbujicich svétlo dané vinové délky
je vzdy mensi nez 100 %.

Ve spektrofotometrii se Cast&ji neZ transmitance pouZzivd k popisu absorpce zafeni veliina
absorbance (A, ve starsi literatufe extinkce, E). Udava, kolik svétla bylo pohlceno méfenym
vzorkem.
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Absorbanci mizeme definovat na zdklad¢ transmitance jako:
A=-logT=log I/T

A ... absorbance
T... transmitance téhoZ vzorku za stejnych podminek

Z definice transmitance vyplyvaji pro absorbanci vztahy:

I Iy
A= —logT =—log — =log —
Iy I
Io ... intenzita svétla vstupujiciho do vzorku
I ... intenzita svétla ze vzorku vystupujici

Z vyse uvedenych rovnic je zfejmé, Ze nulovou absorbanci bude mit vzorek, ktery nepohlti
zadné svétlo (tj. blank). Absorbance, stejn¢ jako transmitance, je bezrozmérna veli¢ina.

Pokud roztok absorbuje urcitou vinovou délku viditelného spektra (viz prostiedni sloupec
tabulky), jevi se ndm tento roztok jako barevny. Ostatni vinové délky roztokem projdou,
avSak pozorované zbarveni roztoku je déno tzv. doplikovou (komplementirni) barvou
k barvé pohlcené (viz sloupec vpravo).

vinova délka absorbovana ¢ast VIS komplf: I?el,ltémi ]
(nm) spektra pfo.pustena b,arva
(= urcuje zbarveni roztoku)

400 - 430 fialova Zluta
430 - 475 modra ZlutooranzZova
475 - 495 zelenomodra oranzova
495 - 505 modrozelena ¢ervenooranZova
505 - 555 zelend Cervena
555-575 Zlutozelena purpurova
575 - 600 zluta fialova
600 - 650 oranzova modra
650 - 700 cervend zelena

Absorbance roztoku zalezi na:

« vlastnostech absorbujici latky

« vInové délce prochdzejiciho svétla

« nateploté

« na tloustce kyvety

« mnoZstvi absorbujici latky, tj. na jeji koncentraci v roztoku
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Pro vyuziti spektrofotometrie pro kvantitativni analyzu je kli¢ovy vztah mezi absorbanci a
koncentraci latky, ktery popisuje Lambert-Beeriiv zdkon:

A=¢€.c.1

& ... moldrni absorpcni koeficient [1. mol . cm™]
[ ... tloustka vrstvy [cm]
c ... ldtkova koncentrace absorbujici ldtky [mol/l]

Zékon plati pro monochromatické svétlo. Vyhodou je, Ze absorbance je piimo umérnd
koncentraci absorbujici latky. Moldrni absorp¢ni koeficient (¢) je pro danou latku konstantou,
kterd zavisi na teploté a predevsim na vlinové délce. BéZn¢ se jeho hodnota nezjistuje, nebot’
se pracuje bud paralelné¢ se standardem o zndmé koncentraci, nebo se vyuzivd tzv.
kalibracnich kfivek.

August Beer (1825-1863, némecky fyzik, chemik a matematik, ktery se vénoval prevdiné
optice) poprvé matematicky formuloval zdvislost transmitance na koncentraci. Za
predpokladu pouziti monochromatického svétla plati:

T=10"""

T ... transmitance

€ ... moldrni absorpcéni koeficient

[ ... optickd délka kyvety (tloustka vrstvy)
c ... ldtkovd koncentrace absorbujici ldtky

Algebraickymi Upravami miZeme ziskat vztahy:
logT = —€-1-c nebo —logT =€-1-¢c
Posledni vztah se oznacuje jako Lambert-Beeruy zdkon.

(Johann Heinrich Lambert, 1728-1777, Svycarsky matematik, fyzik,
astronom a filozof).
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Stanoveni koncentrace

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace roztokt 1ze provadét v zasadé dvojim zpisobem:
1. Metoda kalibrac¢ni krivky

Tato metoda se pouzivd tehdy, nachdzeji-li se koncentrace vzorkll v §ir§Sim koncentracnim
rozmezi. Pripravi se zdkladni roztok, jehoZ koncentrace je vétsi nez predpokladané
koncentrace vzorkii. Z ného se vhodnym fedénim ziskaji kalibracni roztoky. Pfi fedéni se
pouziva bud’ metody pravidelného ptirtstku (napt. 1/10, 2/10, 3/10, ... ptivodni koncentrace
zékladniho roztoku) nebo metody pomérné (napt. zfedéni 3:1, 2:3, 1:2, 1:3, 1:4, apod.).
Kalibra¢ni roztoky se zpracuji stejnym zplsobem jako vlastni vzorky a zjisti se jejich
absorbance. Ziskané hodnoty se vynesou do grafu. Na osu x se nanese koncentrace
kalibra¢nich roztokl ve stejnych jednotkéch, jaké se pozaduji u vzorkil (nej¢astéji v mol/l,
mmol/l nebo g/1), na osu y se nanese absorbance. Mé&fitka na osdch se zvoli tak, aby vysledna
kalibra¢ni kiivka svirala s osou x thel ptiblizn¢ 45°. Dadle je praktické zvolit dilky na grafu ve
vhodném poméru k nanaSené veli¢iné (napf. 1 cm na ose x odpovidad koncentraci 10 mmol/I, 1
cm na ose y odpovida absorbanci 0,01 apod.).

2. Metoda paralelniho standardu

Tato metoda je vhodnd v téch piipadech, kde se koncentrace vzorkli pohybuji v urcitém,
pomémné uzkém rozmezi, coZz je napf. béZzné v klinické biochemii pifi analyze séra,
mozkomiSniho moku a dalSich télnich tekutin. V tomto piipad€ se ptipravi standard, jehoZ
koncentrace obvykle odpovidd normalni hodnoté sledované slozky. Standard 1 vzorky se
zpracuji stejnym zptsobem a za stejnych podminek se zméii absorbance.

Pak plati:
AV =€. Cy l
Ast =€. Cst . l
A
Odtud: =Sy
Ast CS[
A
Cv = . @sl
st
Spektrofotometr

Pro méfeni veli¢in jako absorbance a transmitance se pouZzivaji fotometry a spektrofotometry.
Jednodussi zatfizeni, které méii pii jedné vinové délce nebo uzkém pdasu vinovych délek
(moZno vymezit barevnym filtrem), oznacujeme jako fotometr. Technicky slozitéjsi a
dokonalejsi pfistroje, které umoZznuji vlnovou délku libovoln¢ nastavit, se nazyvaji
spektrofotometry.
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v V2

Principidln¢ se fotometr i spektrofotometr sklada ze Ctyt Casti:

zdroj svétla

monochromator

oddil, ve kterém je umistén vzorek
detektor

el e

Princip

Spektrofotometr se sklddd ze zdroje bilého svétla, za kterym ndsleduje monochromdtor
(naptiklad difrakéni (optickd) miiZka), jehoZ tkolem je rozlozit bilé svétlo na jednotlivé
slozky. Zateni o konkrétni vinové délce se vybird pomoci Stérbiny. Monochromatické svétlo
prochdzi vzorkem (v kyvet€) a dopadd na detektor zéteni, ktery méfi jeho intenzitu.

zdroj svétla

detektor

opticka I i
mfizka kyveta

Usporddani a funkce fotometru

Kyvety

Vétsinou se pracuje s roztoky, které se plni do tzv. kyvet. Kyvety se v piistroji umist'uji do
prostoru, ktery zajiStuje jejich pfesnou polohu, mize byt temperovan a nékdy obsahuje
1 magnetickou michacku, pomoci niZ 1ze po vloZeni michadélka do kyvety promichévat jeji
obsah béhem méreni. U nekterych typl piistroji je mozné vlozit najednou nékolik kyvet,
které se pak automaticky vsunuji do optické drahy. Pfesnost stanoveni je ovlivnéna:

« vybérem vhodné kyvety - zvolend vinova délka musi lezet v pdsmu, pro které je
kyveta urCena

 Cistotou kyvety - po naplnéni destilovanou vodou musi byt absorbance u vSech kyvet
stejnd; kyveta musi byt zvenci sucha

« homogenitou vzorku - vzorek musi byt dostate¢né promichany, uvniti nesmi ziistat
bublinky vzduchu (kapka stékajici po kyveté, bublinky, plovouct sraZenina nebo
sedimentace vzorku se projevi obvykle neustdle se menici absorbanci)

« dostatecnym naplnénim kyvety vzorkem — na kyveté byva ryska urcujici minimalni
vySku hladiny vzorku
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Me¢ii-li se vice vzorkll postupné v jedné kyveté, je tieba pracovat tak, aby chyba zplsobend
zbytky predchoziho roztoku byla co nejmensi. Obvykle se kyveta mezi vzorky vyplachuje
destilovanou vodou a pak se co nejlépe vysusi. PiesnéjSich vysledkli dosdhneme, pokud se
kyveta po vymyti jeSté proplachne malym mnoZstvim vzorku, ktery se vylije a pak teprve se
kyveta naplni potfebnym mnoZstvim vzorku pro méfeni. Pokud se pracuje s nékolika
podobnymi roztoky, miZe byt piesnéjsi kyvety mezi nimi neproplachovat destilovanou
vodou.

Kyvety se vyrabi z riznych materidli a mohou mit rtizné provedeni. Kyvety z optického skla
(zpravidla oznacované OG = optical glass, G = glass apod.) se hodi pro méfeni ve viditelné
c¢asti spektra. Pro méfeni v UV oblasti je tfeba pouzit kyvet z kfemenného skla (Q = quartz,
Uv).

Kyvety jsou vsak relativné drahé — z optického skla stoji
rddove stovky aZi tisice korun, cena bézné kyvety
z kremenného skla se pohybuje kolem ctyr aZ péti tisic
korun. Pritom je Zivotnost kyvet omezend, navic jejich
idrzba je pomeérné pracnd. Z téchto divodit se pro béZnd
méreni pouZivaji jednordzové plastové kyvety, jejichZ cena
byvd jen nekolik korun, na druhou stranu s nimi lze
spolehlive merit s presnosti jen na dvé aZ tri desetinnd
mista (coZ je vSak pro vetsinu aplikaci plné postacujici).

Veétsinou se vyrabeji z polystyrenu (PS) — pro viditelnou
cdast spektra, nebo z polymetylmetakryldatu (PMMA) — i pro
cdast UV oblasti.

Standardni kyvety maji vnitini rozmér 1x1 cm a vySku 3 - 4 cm a plni se podle uspotfadani
fotometru a vysky paprsku nad dnem kyvety. Casto se také pouZivaji kyvety se ziZenym
prostorem, ve kterych je mozno méfit i mnohem mensi objemy vzorku (stovky az jednotky
mikrolitri).
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Plamenova fotometrie

Zastupcem emisnich spektrdlnich metod je plamenovd emisni spektrofotometrie, flame
atomic emission spectroscopy (FAES). Je jednou z metod pro méfeni koncentraci iontl
sodiku, drasliku, lithia, ptip. také vapniku a cesia v biologickych tekutinich.
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Zékladni ¢4sti optického emisniho spektrometru jsou:

* budici zdroj - dodava energii potiebnou pro vyvolani emise zafeni atomy vzorku
* monochromdtor
* detektor

Analytickym vystupem je emisni ¢arové spektrum, ve kterém poloha Cary charakterizuje
kvalitativni sloZeni vzorku a intenzita ¢ary charakterizuje mnoZstvi vzorku.

Plamenovd fotometrie se pouZziva ke stanoveni obsahu prvkii I.A a II.A skupiny periodické

tabulky, nebot’ energie potiebnd k excitaci jejich valencnich elektronti neni tak vysoka jako u

jinych prvki a postacuje k ni tedy teplota plamene. Nékteré alkalické kovy a kovy alkalickych

zemin charakteristicky zbarvuji plamen hotici smési vhodného paliva a okyslicovadla.

Lithium barvi plamen cervené, sodik , draslik fialové, vapnik cihlové cervené a cesium
. Intenzita zbarveni plamene je piimo imérnd koncentraci iontii ve vzorku.

Vzorek se do plamene dopravuje ve form¢ aerosolu. Elektrony nejvysSsi obsazené hladiny
pritomnych prvka (valencni elektrony) se teplem budiciho zdroje excituji a zaujmou na
zlomek sekundy vyssi energetickou hladinu. Pfi ndvratu do ptivodnich drah, v chladnéjsi ¢asti
plamene, potom vyzafi (emituji) svétlo, jehozZ vinova délka je pro kazdy prvek
charakteristickd. Emisni spektra jsou ¢arové a pocet Car je u vySe uvedenych prvkl nevelky.
Hlavni emisni ¢4ry vyuzivané pro meéfeni lezi ve viditelné oblasti spektra. Charakteristické
carové spektrum vysild prvek pouze tehdy, kdyz je v plamenu pfitomen jako volny atom.
Energie plamene musi rozruSit chemické vazby a kation prvku musi piejit do stavu volného
atomu. MnoZstvi atoma doty¢ného prvku, #zv. stuperi atomizace, zavisi na teploté plamene a
na sloZeni hofici smési. Pocet excitovanych atomil ptfedstavuje vzdy pouze asi 10 % z

celkového poctu pritomnych atomi.
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Enzymologie
OBECNE VLASTNOSTI ENZYMU

Prakticky veskeré biologicky vyznamné chemické reakce jsou katalyzoviny. Dosahuje se toho pomoci
specifickych biokatalyzatora znamych jako enzymy. Enzymy jsou schopny zvy$it rychlost reakce, ktera pro-
bihd v té které bunce nebo tkani. Je tfeba pfipomenout, Ze enzymy neméni chemickou rovnovahu a rovnéz
neméni celkovy energeticky pfijem nebo vydej v prabéhu reakce. Enzymy zvysuji reakéni rychlost tim, Ze sni-
Zuji aktivacni energetickou bariéru reakce.

Téméf viechny zndmé enzymy jsou bilkoviny. Relativni molekulovd hmotnost enzymi se nachdzi ve velmi Sirokém rozmezi. Napf.
enzym ribonukleasa je pomérné maly a jeho molekulova hmotnost je piiblizné 13700, Naproti tomu jeden z glykolytickych enzymil,
aldoldza, mi molekulovou hmotnost pfiblizné 156 000, Sklida se ze Ctyf podjednotek, kazda o molekulové hmotnosti piiblizné
40000. Pyruvitdehydrogendza. kterd katalysuje pfeménu pyruvitu na acetyl-KoA, je multienzymovy komplex, v némz jsou jednot-
live komponenty tak pevné propojeny, Ze cely systém milZe byt isolovin jakoZto kompletni funkéni jednotka z mnoha tkani. Tento
komplex isolovany z praseciho myokardu ma molekulovou hmotnost pfiblizné 1x107. Obsahuje minimalné 42 jednotlivych molekul,
viéetné nékolika dileZitych kofaktorl. Celd tato struktura pyruvitdehydrogenazového komplexu je nezbytna pro katalytickou funkei.

Vedle proteinové &idsti mnohé enzymy vyZaduji pro svoji katalytickou funkci téZ neproteinovou slozku. Tyto pridatné Zasti jsou
nazyviny rtizné, a to prosthetické skupiny. kofakiory, nebo koenzymy. Terminem prosthetickd skupina se oznacuje ta &ast molekuly
bilkoviny, kterd neni tvofena aminokyselinami, a kterd bilkoviné davi urditou specifickou vlastnost. Tyto prosthetické skupiny mohou
byt pfipojeny k bilkoviné Cisti bud kovalentné (hem v cytochromech) nebo nekovaleniné (hem v hemoglobinu). Termin kofaktor je
také pomérné Siroce definovin. Malé organické molekuly, jako tfeba fosfolipidy, jsou nékdy zcela podstatné pro udrZeni spravné pro-
storové konformace proteinové Eisti enzymu, kierd je vhodnd pro katalyticky a¢inek, aniZ by se piisluiny fosfolipid néjak sim na
katalyze podilel. Nékteré enzymy vyZaduji jako kofaktor aniont (napf. chloridovy), ¢astéji ale kationt (napf. hofeénaty). PEitomnost
kovového iontu v proteinové struktuie je nezbytnd pro fadu enzymi obecné oznacovanych jako metaloenzymy (napf. karbondtdehy-
dratiza obsahuje v kaZd¢ molekule atom zinku). Termin koenzym se pouZiva pro fadu organickych molekul, nezbytnych pro aktivit
nékterych enzymi, které byvaji velice ¢asto odvozené od riznych vitamini, Koenzym byvi obvykle pevné piipojen k proteinové &is-
ti pfisludného enzymu, takZe pfi pokusu jej isolovat, dochdzi pomémné Casto k denaturaci vlastniho enzymu. V nékterych pripadech
Jje koenzym viizin tak slabg, Ze se da separovat od proteinové ¢dsti enzymu pouhou dialysou. Koenzymy se vZdy podileji na kataly-
ticke reakci. Kompletni funkéni komplex, zahrnujici jak proteinovou st enzymu, tak viechny dal3i pfidavné sloZky jakéhokoliv dru-
hu, se nazyvi holoenzym. Naopak, pouze proteinova ¢ast, bez dalSich kofaktord, je nazyvina apoenzym.

Pravdépodobné neindpadng&isi vlastnosti enzvmi ie ieiich specificita. kterda oviem nemusi bvt vZdy absolutni. Uredza nebo katald-
za jsou piiklady enzymu s absolutni specificitou vi¢i svym substritdm, na druhé strané kupf. chymotrypsin vykazuje ponékud niZii
specificitu, kdyZ §tépi peptidové vazby, na nichZ se podileji aromatické aminokyseliny.

Enzymy ziskan¢ izolaci ze svych piirozenych zdrojl se mohou pouZit in vitto k detailnim swodiim @ch reakei, kweré katalyzuji.
Reakéni rychlost se totiZz miZe ménit v diisledku zmén takovych parametrd jako je pH nebo teplota, nebo v disledku rozdilného ion-
tového sloZeni reakéniho prostiedi, ale i v disledku pridani riznych ligandii, dokonce jinych nezli je substrat nebo koenzymy.
Vzhledem k tomu, Ze struktura proteinu uréuje jeho enzymovou aktivitu, pak cokoliv, co narusuje proteinovou strukturu, vede ke
zméndm enzymové aktivity. Denaturace proteinu, coZ je vlasingé vznik ndhodného prostorového uspofadini, miZe byt vyvoldna
riznymi zplsoby. Vyvold ji jednak teplo, jednak chemikdlie, které rudi vodikové mistky v proteinové struktufe, jako tfeba moco-
vina ve vysoké koncentraci, detergeny jako napf. dodecylsulfit sodny, nebo thiolové (sulfhydrylové) reagencie jako napf. mekap-
toethanol. Enzymy ¢asto vykazuji velkou repelnou citlivost. JestliZze se zahfeji na teplotu nad 50 °C, pak vétiina enzymd, i kdy?
ne viechny, denaturuji. Denaturace vysokou teplotou je zpravidla ireverzibilni. Dokonce i za podminek, kdy denaturace jesté nena-
stivd, vét8ina enzymil vykazuje urité teplotni optimum, pfi némZ je aktivita maximdlni. Zmény aktivity nad a pod teplotni opti-
mum nemusi mit vidy symetricky charakter.

Enzymovi aktivita ma rovnéZ tzky vztah k mife ionizace vlastni struktury, predev§im jeji proteinové &isti, nebot polypeptidové
fetézce obsahuji funkéni skupiny, jejichZ stupen ionizace zdvisi na pfevaZujicim pH prostfedi. Tak jako to plati pro proteiny obecng,
maji i enzymy sviij isolektricky bod, pfi némZ je jejich souhrnny ndboj nulovy. pH tohoto iseelektrického bodu (pl) prakticky nikdy
neni totozné s hodnotou pH, pfi niZ enzym vykazuje maximalni aktivitu. lonizace funkénich skupin je zpravidla rozhodujici pro kon-
formaci enzymu a pro zformovini aktivniho centra. Optimdinf pH enzymil miZe byt znané rozdilné. Pepsin, ktery existuje v Kyse-
lém prostfedi Zaludeéni $tavy, ma optimalni pH 1.5, na druhé strané argindza, kterd §tépi aminokyselinu arginin, ma pH optimum 9,7.
Avgak vétSina enzymi ma své pH optimum mezi hodnotami 4 a 8. Nékteré enzymy vykazuji $irdi toleranci, pokud jde o pH prostfe-
di, jiné funguji pouze v izkém rozmezi pH. JestliZe je enzym vystaven extrémnim hodnotdm pH, je zpravidla denaturovin. Znacni
citlivost fady enzymil ke zméndm pH je jednim z divodii, pro¢ musi byt pH vnitfniho prostfedi organismu tak peélivé fizeno a proc
jeho zmény mohou vyvolat tak zavazné disledky.
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Enzymy se lidi od ostatnich proteind hlavné tim, Ze obsahuji tzv. aktivai katalytické centrum. Toto aktivni centrum je tvofeno
relativné malym poétem aminokyselinovych zbytki, a to takovymi, které nendsleduji bezprostfedné za sebou z hlediska primérni
struktury proteinu. Nicméné tyto aminokyseliny spolu vzdjemné reaguji takovym zplsobem, Ze umoZiuji katalyzovanou reakci.
S ohledem na sloZity a v podstaté individudlni zpisob, jakym jsou peptidové fetézce prostorové uspofadany, mohou se takové ami-
nokyseliny, které jsou z hlediska primdrni struktury znaéné vzdilené, podilet na funkci aktivniho centra. Na druhé strané to ale
zdrovefi znamend, ¥e nevelkd strukturni zména mii¥e zpisobit ztritu potfebného kontaktu aminokyselin tvoficich aktivni centrum,
To je i diivodem toho, Ze nékdy i mimé vlivy mohou zpusobit denaturaci enzymu.

Neékteré enzymy, predeviim ty, které maji mohutny nevratny Géinek (napf. proteolytické enzymy traviciho traktu, enzymy kaska-
dy sraZeni krve aj.) jsou syntetizovany v podobé neaktivnich prekursorti, zvanych proenzymy nebo €7 gymogeny. Typicky aktivacni
mechanismus je vyStépeni peptidového fragmentu s nislednou zménou konformace, pii niZ se vytvofi aktivni centrum.

U mnoha biologickych druhti, ¢lovéka nevyjimaje, byly isoloviny z téZe nebo z riznych tkani rizné molekuldrni formy enzy-
mi, zvané isoenzymy nebo isozymy. Laktatdehydrogenaza (LDH) a malatdehydrogendza jsou pfiklady detailné studovanych iso-
enzymi. LDH je sloZena ze &tyf podjednotek. Dva typy podjednotek, které jsou vyrazem dvou velmi podobnych gent a které se
ponékud li% svy¥m aminokyselinovym sloZenim a sekvenci, se mohou kombinovat ve étyfech podjednotkach péti moznymi zpu-
soby. JestliZe jeden typ podjednotky oznacime M (jedna se o hlavni typ, pfitomny ve svalech - muscle a v jatrech) a druhy typ
oznaéime H (hlavni forma pfitomnd ve srdeénim svalu — heart), pak moZné tetramery budou mit sloZeni M,, M H, M,H,, MH,
a H,. Tyto frakce lze oddélit clektroforézou. U Elovéka se 1181 obsah jednotlivych isoenzymi v jdtrech a v srdci, coZ se did vyuzit
v diferencidlni diagnose pfi onemocnéni téchto orgdnd.

KINETIKA ENZYMOVE REAKCE

Jiz dfive bylo feceno, Ze enzymy urychluji chemické reakce svym katalytickym piisobenim. Podivejme se proto na nékteré kvan-
titativni aspekty enzymové reakéni kinetiky. Analyza enzymové reakce zavisi vétSinou na stanoveni reakénich casi. JestliZze budeme
stanovovat poddtecni reakéni rychlost (tj. rychlost méfenou v dobé, kdy je koncentrace produktu jeSté stile blizkd nule) v zavislost
na koncentraci substratu, pak ziskdme vztahy zobrazené na nasledujicim obrazku.

Kiivka, spojujici jednotlivé naméfené body bude hyperbola a bude se asymptoticky blizit ur€ité maximalni hodnoté reakéni rych-
losti, oznacené jako V.. Jednd se o maximalni inicidlni reakéni rychlost, kterou lze ziskat, aniZ se zvysi mnoZstvi enzymu.

Hyperbolicky charakter kfivky oviem ponékud ztéZuje jeji praktické vyuZiti. Jestlize se viak pouZiji pfevricené (reciproké) hod-
noty obou veli¢in, pak se sledovand funkce zméni na piimku. Systém zobrazeni reakcni rychlosti v zavislosti na koncentraci substritu
pomoci dvojich reciprokych hodnot se oznacuje podle autori jako Lineweaveriiv-Burkiv graf.

JestliZe pouZijeme standardni oznaceni pro molami koncentrace (kupf. [S] jako moldrni koncentraci substrétu) a nékolik pfedpo-
kladt pro experimentilni situaci, ziskdme uZiteéné rovnice, které popisuji enzymovou kinetiku. Pfedpoklddejme:

1. Systém zahrnuje pouze jediny substrat.

2. Systém je ve stavu dynamické rovnovahy, tj. [ES] je konstantni a volny enzym E je v rovnovize s komplexem ES

3. Systém je urCen tak, Ze [E] je men8i neZ [S] z hlediska moldrnich koncentraci.

4. JelikoZ tato analyza pofitd s poditeéni rychlosti, je [S] podstatné vy&si neZ [P] a [P] je zanedbatelné za téchto podminek.
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V tomto pfipadé pak miZeme reakéni mechanismus formulovat takto:

k k

E+S —%ES —25 E+P
fem e e
k, k,

kde k. k;, ky a k, jsou pfislusné reakCni konstanty.
Ve stavu dynamické rovnovihy je koncentrace ES konstantni, tzn. Ze rychlost vzniku tohoto komplexu je stejnd jako rychlost jeho

rozpadu. Za téchto podminek miZeme odvodit reakéni rovnici:

K [EI[S] + K [E][P] = k,[ES] + k3 [ES]

Ponévad? tato analyza se omezuje na pocatecni reakcni rychlost, kdy [P] je zanedbatelng a [S] je prakticky konstantni, lze tedy
¢len obsahujici [P] vypustit a ¢leny obsahujici [ES] spojit, takZe dostaneme nasledujici vztah:

[E1[S]  ky+ky
[ES]  k;

k, [E] [S] = (k, + k3) [ES]  nebo

Vyraz (k, + k;) / k, lze nahradit jedinou konstantou Ky, zndmou jake Michaelisova konstanta.
Maximdlni pocdtecni rychlost mize byt dosaZena pouze tehdy, jestlize veSkery pfitomny enzym je ve formé aktivniho komplexu

(ES). z ¢ehoz vyplyva, Ze:
Vinax = K3[E]
Za jakychkoliv jinych podminek je pak méfena pocdtecni reakéni rychlost ndsledujici funkei:

V = k,[E]

S vyuzitim téchto vztaht pak miaZeme odvodit konecnou formu rovnice Michaelise-Mentenove:
1S Vo _ [SI k5 LE]
[SI+K, [SI+K,

Vyznam hodnoty Ky, je z rovnice patmy. Jestlize K,, se rovnd [S], pak v = 1/2 V.. Tento vztah je vlast-
né definici Ky,: Michaelisova konstanta je takovd koncentrace substrdtu, pfi niZ je pocdtecni rychlost reak-
ce rovna poloviné V, , . Obé hodnoty, K, a [S] jsou vyjadieny v tychz jednotkach, tj. v mol/l. Z rovnice také
vyplyva, Ze jestliZe [S] je vyrazné vyS3i neZ Ky, pak K,, miZeme zanedbat, a tudiz

v=V__ [S]/Ky.

Tyto vztahy je tfeba respektovat v jakékoliv laboratorni prici. Pfi stanoveni koncentrace nékterého enzymu v krvi nebo v jiném
materidlu je velice dileZité zajistit dostateéné mnoZstvi substritu, aby byl pfisluiny enzym substritem plné saturovin, tj. aby sec
vytvofil v plné mife komplex enzym-substrat. Na druhé strané, jestliZe méfime pomoci enzymatické reakce koncentraci substritu, je
tfeba vytvorit relativni nadbytek enzymu, aby reakéni rychlost byla funkci koncentrace substratu.

Vyznam K, pfi posuzovani uréité metabolické situace vyplyvi z jeji definice jakoZto koncentrace substratu, pfi niZ je po¢ite¢ni rych-

lost polovinou rychlostniho maxima. Z toho lze odvodit dilezité zavéry:

1. Koncentrace substratu miZe hrat dileZitou roli v fizeni rychlosti enzymatické reakce pouze tehdy, je-li pfiblizné srovnatelna
s hadnotou Ky,

2. Jestlize enzym plsobi na dva riizné substraty, z nich? kaidy je charakterizovdn svymi hodnotami Ky, a V. pak rychlosti jedno-
tlivych pfemén mohou byt vypocteny z rovnice Michaelise-Mentenové. Predpoklada to oviem, Ze koncentrace jednotlivych sub-
strdti in vivo jsou zndmy. Jestlize koncentrace nékterého substritu in vivo je vyrazné niZdi nez piisluina K, pak tento substrat
nebude signifikantné pfeménovan na pfisludny produkt. Pfikladem takové situace je alkoholdehydrogendza, ktera ,,preferuje” etha-
nol pfed jinymi alkoholy.

3. JestliZe substrit miZe byt pfeménén dvéma riznymi enzymy na riizné produkty, pak enzym s nizdi Ky, pfeméni vétfinu substritu
na sviij specificky produkt. Z toho vyplyva, Ze fyziologicky vyznam (dileZitost) jednotlivych enzymu lze posoudit z hodnot Ky,
a V.. az koncentrace pfislusného substratu in vivo.

Jednotkou enzymové aktivity je katal (kat), ktery je definovan jako pocet moli substratu pfeménénych
enzymem za jednu sekundu. Pro vyjadfeni koncentrace enzymu v analyzovanych télnich tekutinach (sérum,
mozkomiSni mok, mo¢) se pouZiva kai/l (mkat/l, pkat/l, nkat/l). Pfi stanoveni enzymové aktivity zpravidla
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méfime ubytek substratu nebo pfirustek produktu, je mozné také méfit zmény koenzymu, tedy cokoliv, co je
vyhodné z laboratorniho hlediska. OsvédCuji se rizné syntetické substrity, poskytujici barevné produkty,
nebo i nasledné reakce zaloZené na vlastnostech vedlejsich produkti enzymové reakce.

INHIBICE ENZYMOVYCH REAKCI

Enzymy mohou byt inhibovdny specifickymi molekulami nebo ionty. Pfi ireverzibilni inhibici je inhibitor
poutan kovalentné k enzymu nebo je jinak pfipojen tak pevné, Ze disociace inhibitoru od enzymu velice niz-
ka. Reverzibilni inhibice naproti tomu je charakterizovina skute¢nou rovnovidhou mezi volnym enzymem
a inhibitorem a komplexem enzym-inhibitor. Kompetitivai inhibitory brani substriatu ve vazbé na aktivni
centrum. SniZuji reakcni rychlost tim, Ze smiZuji pofet molekul enzymu, které vaZi substrat. Nekompetitivni
inhibitory naopak snizuji ¢islo premény. Rozliseni obou typu inhibice je moZné zjisténim, zda inhibice muze
byt potlaCena zvySenou koncentraci substratu, coZ je typické pro kompetitivni inhibici.

In vivo je aktivita mnohych enzymi regulovina. V tomto sméru jsou zejména dileZité tzv. allosterické interakce, coZ jsou inter-
akce mezi prostorové odliSnymi misty enzymi. V enzymovych regulacich se velmi Casto setkdvime s jevem, pfi némZ je enzym kata-
lyzujici prvni reakei urcité syntetické drdhy inhibovan koncovym produktem této drihy. Enzymy jsou mnohdy fizeny také regulad-
nimi proteiny typu kalmodulinu, ktery svoji konformaci reflektuje hladinu vipenatych iontd. Dalezitym ndstrojem regulace enzymil
byva také kovalentni modifikace prostfednictvim fosforylace serinovych, tyrosinovych nebo threoninovych zbytki ve struktufe enzy-
mu. Nejmohutngjsi regulaéni mechanismus je patrné spojen s tvorbou inaktivnich prekursori, které se proteolytickym Stépenim méni
na aktivni enzymy — tzv. proteolyticka aktivace.

Podstatou enzymové Katalysy je zpravidla selektivni stabilizace aktivovaného meziproduktu, ktery je enzymem vidzdn pevnéji,
neZli pivodni substrat. Proto jsou nejiéinnéjdimi inhibitory enzymu pravé strukturmni analogy aktivovanych meziprodukti. To se vzta-
huje i na imunogeny, nebot interakee antigenu a protildtkou silné pfipomind reakei enzym-substrat a nejlepsi producenty protildtek
jsou imunogeny (antigeny), které imituji aktivovany meziproduki.
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Kompetié¢ni inhibice podle Lineweaverova-Burkova grafu:
A = normalni neinhibovana reakce
B a C - dvé rizné koncentrace inhibitoru (B<C)
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Drive uvedeny Lineweaverav-Burkav graf ma jesté jedno dilezité vyuZiti, a to posouzeni charakteru eventuelni inhibice enzymu.
Ma-li probéhnout katalysovana reakce, musime pfedpoklddat ur€itou strukturni korelaci mezi povrchem substritu na jedné strané
a vnitinim povrchem aktivniho centra enzymu na strané druhé, Cokoliv, co méni tyto struktury nebo brani jejich vzijemné interakci
inhibuje nebo uplné blokuje enzymovou katalysu. Metabolity, léky nebo toxické latky mohou inhibovat mnohé enzymy do té miry,
Ze se katalytickd reakce zpomali, nebo dokonce zastavi. Inhibitory klasifikujeme podle toho jak reaguji s enzymem:

Kompeticni inhibitory se vazi reverzibilné na enzym a v podstaté konkuruji substritu ve vazb& na aktivni centrum enzymu. Jestli-
Ze je inhibitor vizadn na enzym, substrdt nemiZe tvofit s enzymem aktivni komplex ES, a tudiZ méné molekul enzymu je k dispozici
pro katalytickou reakci. Vzhledem k tomu, Ze se jednd o kompetiéni vztah mezi substritem a inhibitorem, dostate¢né vysoka kon-
centrace substratu miize eliminovat inhibici, takze V__ bude mit stejnou hodnotu jako v reakci bez inhibitoru. Aviak, bude-li kon-
centrace substratu srovnatelnd s koncentraci inhibitoru, hodnota K, bude pochopitelné zvysend.

Nekompeticni inhibitory se vazi jak na volny enzym, tak na komplex enzym-substrit. V tomto pfipadé je hodnota V. sniZena,
aniZ se zméni Ky, pro dotyény substrat. Ani extrémné vysokd koncentrace substratu nemiZe zcela vyloucit inhibicni efekt.
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Nekompeti¢ni inhibice podle Lineweaverova-Burkova grafu:
A — normélni neinhibovana reakce
B a C - dvé riizné koncentrace inhibitoru (B<C)

Bezkompeticni (uncompetitive) inhibitory se naproti tomu vaZi pouze na volny enzym, nikoliv viak na jiZ existujici komplex
enzym-substrit. V tomto pfipadé jsou zménény obé konstanty, tj. jak V__ tak K, Lineweaveriv-Burkiiv grafl vykazuje paralelni
piimky pro riizné koncentrace inhibitoru.

ALLOSTERICKA REGULACE

Nékteré enzymy se viak nechovaji zcela podle modelu Michaelise-Mentenové. Existuje vyznamna skupina enzymu, jejichZ akti-
vita je v podstaté fizena jinymi molekulami, které se vaZi na specifickd mista enzymu, aviak vidy na mista odliind od aktivniho kata-
Iytického centra. Tyto molekuly, nazyvané efektory, viak ovliviiuji kvalitu vazby substritu na aktivni centrum, respektive ovliviiuji
kvalitu aktivniho centra jako takového. Tyto enzymy jsou znamy pod jménem allosterické enzymy. Nékteré allosterické enzymy jsou
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sloZeny z vice podjednotek s identickou nebo podobnou strukturou. Jejich kvarterni struktura a celkovid konformace je pak ovliviio-
vana zminénymi efektory. Tyto enzymy tudiZ vykazuji jedno nebo vice aktivnich katalvtickych center (C), kterd vaZi substrat, a ved-
le toho oviem jedno nebo vice regulacnich center (R), ktera vazi efektory. V nékterych pfipadech jsou R a C centra na riznych pod-
Jjednotkach enzymu, jindy nachdzime obé centra na téZe podjednotce. Zcela charakteristické pro viechny allosterické enzymy oviem
je to, Ze grafické znazornéni zavislosti pocatecni reakéni rychlosti na koncentraci substratu ma vzdy esovity (sigmoidilni) charakter
a nikoliv charakter hyperbolicky. Charakter této kiivky je rovnéZ silné zavisly na pfitomnosti a koncentraci pozitivné nebo negativ-
né pusobicich efektori. Zmény vyvolané typem a mnoZstvim efektoru silné pfipominaji zmény hodnot K,, u klasickych enzyma.
S jistou toleranci miZeme tedy fici, Ze efektory allosterickych enzymi méni ,hodnotu K,,"* pro urcity substrit. Znamena to, Ze allos-
tericky enzym ma riznou aktivitu za riznych metabolickych okolnosti, které jsou signalizoviny ménicimi se koncentracemi efekto-
rit. Jednd se tedy o vysoce kvalitni typ regulace enzymové aktivity.

Ve velmi obecné podobé 1ze allosterickou kinetiku vyjadfit nasledujici rovnici:

_ [S ]n vrnm;

[S]"K

kde n je koeficient charakterizujici aktivni centrum, K pfedstavuje miru afinity substritu k enzymu a ostatni symbeoly jsou standardni.

ENZYMOVA AKTIVITA SERA

Stanoveni enzymovych aktivit v krvi, plazmé, nebo v krevnim séru patfi mezi zakladni biochemicka vyset-
feni. Ve specidlnich pfipadech je moZno stanovit enzymy i v bioptickém materidlu, zejména pii podezieni na
vrozenou metabolickou poruchu. V krvi Ize prokdzat velké mnoZstvi riznych enzymovych aktivit. V zasadé
rozliSujeme enzymy, jejichZ aktivita v krvi je vy38i neZ v buiikdch a krev je tudiZ kompartment, kde provo-
zuji svou funkci, a enzymy, které nemaji plazmatickou funkci a jejich nitrobuné¢né aktivita podstatné pie-
vysuje aktivitu plazmatickou. Do prvni skupiny enzymi fadime napf. pseudocholinesterazu, cholesteroleste-
razu, ceruloplazmin a proenzymy koagulace a thrombolyzy. ProtoZze vznikaji v hepatocytech a jsou
secernovany do krve, miZeme je nazvat také enzymy sekrecnimi. Jejich aktivita je pomérné vysoka, diagnos-
ticky je dulezité jeji sniZeni, protoZe poukazuje na geneticky defekt nebo poruchu produkéniho orgénu.

Druhé skupina enzymi se za normélnich okolnosti prokazuje jen velmi citlivymi metodami. Patii k nor-
malni buné¢né vybavé nebo jsou vylucovany Zlazovymi orgdny travicicho traktu. Jejich pfitomnost se prici-
ta piirozené obmeéné bunék ve tkanich a nejvice jich pochazi z organi s rychlym metabolickym obratem (jat-
ra, pankreas). Ke zvySeni jejich aktivity dochazi v souvislosti s poruchou organu, ve kterém se vyskytuj,
takZe indikuji jeho postiZeni. Odtud pochézi nizev enzymy indikacni. Je viak nutno dodat, Ze vzestup nékte-
rych enzymovych aktivit 1ze vyprovokovat i nékterymi latkami, zndma je napf. indukce jaternich aminotran-
sferaz barbituraty a alkoholem. Indukci je ovSem nutno odlidit od toxickych projevi. Pfedpokladem priiniku
enzymu z bunék do extraceluldrnich tekutin je poruSeni bunééné membrany. Nejmirnéj§im stupném je posti-
Zeni energetického metabolismu buiiky, které vede k poruSe transportu iontil s retenci vody a ke kalciem pod-
minéné vezikulaci ¢asti buné¢nych membran. To maZe byt provazeno docasnym vyplavovanim cytoplazma-
tickych enzymii. Pfi pokracujici poruse dochazi k naruseni kontinuity membrany, coZ je jiz jev nevratny.
Nejprve unikaji cytoplazmatické enzymy, pozdéji enzymy mitochondridlni.

Enzymy lyzosomdlni se uvoliiuji jako posledni a likviduji struktury jiZ zaniklé buiiky. Z hlediska ¢asné dia-
gnosy je tedy prvoradé stanoveni vzestupu aktivit cytosolovych enzymu, prikkaz enzymu vazanych na mem-
brany ¢i bunécné organely je pak umémé spise hloubce postiZeni.

Pfi hodnoceni zvySenych hladin intraceluldrnich enzym je tfeba prihlédnout k enzymoveému profilu jed-
notlivych organii. Nékteré enzymy maji totiZ ubikvitarni vyskyt, nachézeji se prakticky ve vSech bunkach,
jako napf. enzymy glykolyzy (laktitdehydrogendza, aldoldza), takZe jejich ndlez nemusi vést pfimo k diag-
néze organového postizeni. U fady enzymu je viak fadovy rozdil v expresi u riznych organd, takZe nilez
zvysenych aktivit je jiZ informativni. Tak napf. ALT pfevlada v jatrech, AST ve svalech, jatrech a erytrocy-
tech, kreatinkindza ve svalech, kysela fosfatdza v prostaté. Jen malo enzymi je absolutné organoveé speci-
fickych. Jako pfiklad lze uvést sorbitoldehydrogenazu, vyskytujici se vylucné v hepatocytech. V pripadé
aminotransferdz je mozno vyuZit faktu, Ze AST je pfitomna jednak v cytoplazmé jaternich bunék podobné

65



jako ALT, jednak v mitochondriich, kde se ALT nenachazi, takZze pomér téchto dvou aminotransferaz se
méni podle zavaZnosti postiZeni hepatocytu. Pfi poméru AST/ALT (DeRitisiiv kvocient) menSim neZ 1 se
jednd o lehké postiZeni s pfitomnosti plazmatické formy AST. vzestup nad 1 uZ signalizuje tinik mito-
chondrialni frakce, co? je ukazatelem nekrdzy jaternich bunék. Zvlasini situace je u enzymu, které se nor-
malné vylucuji do traviciho traktu (sekrecni enzymy). Jedna se o amylézu, lipizu, jaterni alkalickou fosfa-
tazu a leucinarylamidasu (leucinaminopeptidasu). V pfipadé amylaz v klidu pfevlida enzym produkovany
piiusni Zlazou, pfi nekrose pankreatu prudce stoupne enzym slinivky bfisni, vyplavovany z acint lymfatic-
kymi cestami. Aktivita poslednich dvou jmenovanych enzymi se zvySuje pfi stagnaci Zluci nasledkem uza-
véru zluCovych cest.

Enzymové profily vvbranych orgini

srdce jatra kosterni sval
AST
ALT £
5D ] =
LD,
LD E3

Pii enzymologickém monitorovani poruch je tieba sledovat aktivity jednotlivych enzymi v Case a hodno-
tit je vzhledem k jejich polocasu odbourdvdni (biologickému poloCasu). Je to doba, za kterou by aktivita
enzymu klesla na polovinu, pokud by nebyl dopliiovan ze tkani. PoloCasy inaktivace kolisaji od 3-6 hodin
u amylazy do 10 dnil u alkalické fosfatazy, cholinesterazy a lipdzy. K odbouravani dochazi po endocytoze
hlavné v jitrech a ve slezingé. Na kréitkém polo¢asu amylazy se podili pfedeviim vylu€ovani v ledvinach,
vzhledem k pomémé malé molekule (MH 50 tis.). Zahu3téni moci pak zpisobuje nélez vy§Sich aktivit v moci
neZ v krevnim séru. Pfi renélni insuficienci oviem vylu¢ovéni ledvinou klesé a sérové hodnoty jsou pak vys-
§i. Vylucovani je vzicné blokovino pri vytvofeni plazmatickych komplexii mezi amylazou a imunoglobuli-
novymi molekulami, které neprojdou glomeruldrni membranou (makroamylasemie). Trva-li porucha tkang,
produkujici indika¢ni enzymy déle (napf. u cirh6zy jater), maZe dojit k poklesu celkové proteosyntézy nato-
lik, Ze se enzymové zvyseni zdanlivé normalizuje. Obecné tedy pokles aktivit miZe znamenat jak reparaci
chorobného procesu, tak selhdavani funkce produkujiciho organu.

Vétdina klinicky vyznamnych enzymii se vyskytuje ve dvou nebo vice variantach, které se nazyvaji izo-
enzymy. Jedna se o molekuly se stejnou, nebo velmi blizkou enzymovou aktivitou, ale s ur€itymi zménami
v aminokyselinovém sloZeni. Rozdilu ve fyzikaln&-chemickych vlastnostech se vyuZiva k separaci a identi-
fikaci izoenzyma. V predchozi kapitole jsme se jiZ setkali s existenci 5 izoenzymovych forem laktatdehyd-
rogenazy. Zminéna cytosolova a mitochondrialni forma AST jsou také izoenzymy, dalsi priklady uvidime
u fosfataz. Od izoenzymi musime odlisit enzymové molekuly, liici se pouze svou sacharidovou slozkou, tj.
charakterem posttranslaénich modifikaci, pfi stejném genovém transkriptu. Tyto produkty jsou uvadény jako

izoformy enzymii.
STANOVENI ENZYMOVE AKTIVITY A JEJi VYJADROVANI

MnoZstvi enzymu se v enzymologii zpravidla nahraZuje pojmem enzymovd aktivita a misto pojmu kon-
centrace enzymu se uZiva aktivita vztaZena na 1 litr vySetfované tekutiny (katalytickd koncentrace). Vyjim-
ku tvoii vysledky specidlnich imunochemickych metod, které mohou jako antigen detegovat i degradované
formy enzymi, které by nebyly dostatedng aktivni pfi kinetickych méfenich. Zde se vysledky vyjadiuji v jed-
notkdch hmotnostni koncentrace (ug/l). Jednotkou enzymové aktivity je mnoZstvi substritu (mol) pfeméné-

66



né za jednotku asu (s) a nazyva se katal (kat). V oblasti klinické biochemie pfipadaji v ivahu odvozené jed-
notky pkat a nkat, aplikované na katalytickou koncentraci pak pkat/l a nkat/l.

Pfi stanoveni aktivit musi byt definovany podminky katalytické reakce, snahou je, aby byly optimalni pro
¢innost vySetfovaného enzymu. ProtoZe se katalytickd koncentrace enzymu stanovuje z rvchlosti enzymové
reakce, musi byt mnoZstvi biologického materidlu, substriatu a kofaktori takové, aby rychlost v prakticky
méfitelném 1ntervalu odpovidala rychlosti maximdlni (viz vyklad kinetiky enzymovych reakci). Zakladni
podminkou je proto dostatek substratu aby byla splnén piedpoklad [S]>K_, , v druhé fadé pak pfiméfena akti-
vita enzymu. Idealni technikou je kinetické méfeni ve vice Casovych intervalech, pfi kterém se vybere usek
s nejvétsim sklonem pro vypocet maximalni rychlosti reakce. Na nasledujicim schématu je znazornén pru-
béh tvorby produktu pfi riznych aktivitach enzymu. Viiméte si, jak se méni pfirastek produktu ve druhém
Casovém intervalu pii vyS8ich katalytickych koncentracich enzymu, kdy dochazi k rychlému poklesu kon-
centrace substratu:

Pi sledovani enzymové reakce davame v klinickobiochemickych laboratofich prednost optickym meto-
dam. Je lhostejné, zda sledujeme pfiriistek produktu nebo tibytek substrdtu. Nékteré produkty je moZno sta-
novit fotometricky ve viditelném svétle, napf. fosfatazy odstépuji Zluty p-nitrofenol z p-nitrofenylfosfatu. Zde
miiZeme vyuzit bézny fotometr s wolframovou Zirovkou jako zdrojem svétla. Jiné produkty je mozno stano-
vit naslednou jednoduchou reakci se vznikem barevného adduktu, jako napf. DNP-hydrazonu

kys. pyrohroznové pii testu na aminotransferazy. Ukazalo se v8ak, Ze nejspolehlivéjsi jsou metody zalo-
zené na sledovani zmény koncentrace pyridinovych koenzymii, které se icastni enzymové reakce oxidore-
dukéniho typu bud piimo, jako je tomu u stanoveni laktatdehydrogendazy, nebo jsou kofaktory sprazené reak-
ce, kvantitativné pfeménujici produkt (viz alternativni stanoveni aminotransferaz). Tato metoda, znama pod
nazvem Warburgiiv opticky test, je zaloZena na rozdilech v UV absorbanci redukované a oxidované formy
pyridinovych koenzymi. NADH ma druhy vrchol absorbance pii vinové délce 340 nm, kde NAD* ma absor-
banci nulovou. Je-li UV-spektrofotometr nastaven na tuto délku, pfi redukénim procesu méfime ubytek, pfi
oxida¢nim déji priristek absorbance.
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Kinetika enzymovych reakei pfi riznych katalytickych koncentracich enzymu

Rutinni metody stanoveni enzymovych aktivit jsou zatiZzeny nejvétsi primérnou chybou ze viech kli-
nickobiochemickych vySetfeni (uvadi se asi 15 %), coZ je z€asti dano choulostivosti metodik samotnych.
O tom se ostatné studenti sami pfesvédci prfi praktickych cvicenich. Je déle tfeba vyvarovat se viech tech-
nickych chyb pfi manipulaci se vzorkem pfed vySetienim, tj. dodrZovat zdsady sprivného odbéru mate-
ridlu, krev by méla byt co nejdfive odstfedéna (aby se zabranilo kontaminaci séra erytrocytdrnimi enzy-
my) a krevni sérum uchovavino pii 4 °C, event. zmraZené, a to co nejkrati moZnou dobu. Pri vy§sich
koncentracich enzymu je nutno sérum fedit, coZ je zdrojem dalSich chyb. K fedéni by se mélo uZivat tepel-
né inaktivované sérum.
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Absorbance

Warburgiv opticky test

NAZVOSLOVI A KLINICKY VYZNAM RUTINNE VYSETROVANYCH ENZYMU

Aldolaza (ALD): stépi fruktosa-1,6-bisfosfat

organové nespecifickd, stoupd hlavné u poskozeni jater a svalu
norma do 50 nkat/l.

a-Amylaza (AMS): hydrolyzuje Skrob a glykogen v centru molekul, produkuje oligosacharidy

jsou znamy slinna (S) a pankreatické (P) izoforma, lisi se od sebe sacharidovou sloZkou, lze je od sebe
odli%it pomoci lektinii nebo specifickych protilatek, vzestup jednotlivych izoforem u chorob pankreatu,
zejména akutni nekrosy, a u chorob slinnych Zlaz (parotitis), dalsi informace v oddilu 5.3.1, vyluCovani
modi, kde jsou vzhledem ke zkoncentrovani vy33i aktivity

norma AMS(sérum): do 3,3 ukat/l, AMS(moc): do 20 pkat/l.

Alaninaminotransferiza (ALT): L-alanin-2-oxoglutarat-aminotransferdza

cytoplazmaticky enzym, nejvy3si aktivita v hepatocytech, podili se na pfeméndch aminokyselin a elimi-
naci a-aminodusiku, podrobnosti v kap. 5.3.1, zvy3uje se pfi chorobach jater (hepatitis, inf. mononukleé-
za, toxicka poskozeni)
norma do 0,67 pkat/l.

Aspartataminotransferaza (AST): L-aspartat-2-oxoglutarat-aminotransferaza

nejvyi§i koncentrace v jatrech a srd. svalu, existuje izoenzym plazmaticky a mitochondriélni, podrobnos-
ti viz oddil 5.3.1., vzestup pii infarktu myokardu, postiZeni hepatocytl (zejména tézsich), poskozeni kos-
ternich svali, tfeba hodnotit vzhledem k aktivité ALT

norma do 0,67 pkat/L

Fosfatiza alkalicka (ALP): hydrolyzuje monoestery kys. fosforecné v alkalickém prostfedi

existuji tfi izoenzymy ALP: (1) placentarni, (2) stfevni, (3) izoenzym kosti, jater a ledvin, pfi cemzZ kost-
ni a jaterni izoenzym se vyskytuje v odli¥né izoformé oproti ledvinovému (nepfitomen v séru), zvySeni pfi
jaternich afekcich spojenych s cholestazou a u onemocnéni kosti (obtiZe s rozliSenim), fyziologicky jako
vyraz osteoblastické aktivity u déti, placent. izoenzym stoupe v téhotenstvi

norma u dospélych: pod 2,3 pkat/l.
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Fosfataza kysela (ACP): hydrolyzuje monoestery kys. fosforeéné v kyselém prostfedi

- vyskytuje se nejvice v prostaté, obsaZena také v kostech, erytrocytech a trombocytech, prostaticky
izoenzym je tartardt labilni, stoupe pfi karcinomu prostaty, zejména pfi jeho generalizaci, izoenzym
kostni, erytrocytarni a trombocytarni je tartarat stabilni (vyuZiva se pfi stanoveni), stoupe pfi osteo-
klastickych procesech kostnich, fyziologicky je zvySen u déti, zvySuje se pfi hemolyze, proto je lépe
vysetiovat plazmu, ACP je nestabilni pfi fyziologickém pH, plazmu je nutno okyselit citratovym
pufrem

— norma ACP(muZi): pod 108 nkat/l, ACP(Zeny): pod 92 nkat/l.

Y-Glutamyltransferaza (GMT): pfenos y-glutamylového zbytku na peptidovy akceptor

— obsazena hlavné v hepatocytech a sténach Zlucovoda, v tubularnich buiikach ledvin, vyznam nejasny, zvy-
Suje se zejména u toxickych postiZeni jater (alkohol, léky) a pfi obstrukcich ZluCovych cest

— norma GMT(muZi): pod 1,77 pkat/l. GMT(Zeny): 1,10 pkat/1.

Glutamitdehydrogenaza (GMD): oxidoreduktdza deaminujici kyselinu glutamovou, NAD* zavisla
— obsaZena v mitochondriich jaternich bunék, zvy3uje se pfi t¢Z3im jaternim postiZeni (nekrozy)
- norma: do 23 nkat/l.

Cholinesteraza (CHS): hydrolyza esterii cholinu

— v erytrocytech specificka acetylcholinesterdza, v séru pseudocholinesteriza secernovana jatry, Stépici
1 jin€ estery, klinicky vyznamné je sniZeni aktivity, provizejici téZké jaterni léze, intoxikaci organofosfa-
ty, a vrozeny defekt enzymu, manifestujici se hlavné pfi aplikaci myorelaxancii typu sukcinylcholinu
v souvislosti s operacnim zakrokem

— norma: 76-230 ukat/l.

Kreatinkinaza (CK): ATP: kreatin-fosfotransferiza

— nejvice obsaZena v kosternim a srde¢nim svalu a v mozku, dimer ze subjednotek dvou typii, M(muscle),
B(brain), moZné tfi kombinace, BB v mozku, v krvi jen pfi mozkovych nadorech, MM v kosternich sva-
lech a srdci, myokard vSak obsahuje vice hybridniho MB izoenzymu, takZe zvyseny podil MB pfi vze-
stupu CK (CK-MB, samostatné stanovitelny pfi inhibici M subjednotek) podporuje diagnosu infarktu,
jinak nejvy3si hodnoty CK u svalovych dystrofii, mirny vzestup i po nadmémém svalovém vykonu
u netrenovanych

— norma CK(muZi): pod 3,2 pkat/l, CK(Zeny): pod 2,4 pkat/l, CK-MB: pod 0,4 pkat/l, nebo pod 6 % cel-
kové aktivity CK.

Laktatdehydrogenaza (LLD): L-laktat:NAD*oxidoreduktaza

— Jjako zavéreCny enzym anaerobni glykolyzy se vyskytuje prakticky ve vech tkénich, podrobnosti v kap.
5.2.3., tetramerni struktura, 2 typy subjednotek (H, M), 5 izoenzymu, H, hlavné v myokardu a erytrocy-
tech, stoupe u infarktu a pfi hemolyze, H subjednotky schopny dehydrogenovat i o-hydroxybutyrat, pro-
to je ekvivalentni stanoveni aktivity a-hydroxybutyratdehydrogenazy (HBD), M, v jatrech a ve svalech,
stoupe u jaternich chorob a svalovych dystrofii jako CK

— norma LD: pod 8 pkat/l

— norma HBD: pod 6 ukat/l.

Leucinarylamidaza (LAS, dfive leucinaminopeptidaza): 3tépi jednoduché peptidy s leucinem i jinymi
aminokyselinami
— vyskytuje se hlavné v hepatocytech a buiikach Zlu¢ovodi, zvySené aktivity provazeji zejména uzavéry Zlu-
covych cest
— norma: 0,13-0,37 pkat/l1.
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Lipaza (LPS): hydrolyza triacylglycerola na monoacylglyceroly a mastné kyseliny

~ Jedna se o enzym vyluCovany pankreatem, tieba odlisit od lipoproteinové lipazy, obsaZené v endothelu cév
(viz kapitola Lipoproteiny), stoupa u pankretickych poruch, zejména akutni nekrosy, podobné jako pan-
kreaticky izoenzym amylazy

— norma: pod 3,2 pkat/l.

Sorbitoldehydrogenaza (SD): katalyzuje pfeménu sorbitolu na fruktosu

— enzym specificky pro jaterni buiiky, zvySuje se u riznych poruch jater, u infarktu pouze dojde-li k jaterni
hypoxii

— norma: pod 6,7 nkat/1.

Z dalSich, méné Castych stanoveni, je moZno uvést vySetfeni 5 “nukleotidasy, ktera se zvySuje pfi uzavérech
zluCovych cest, thymidinkinazy (TK), ktera stoupa v krvi pfi rakovinném bujeni, takZe se fadi k tzv. tumo-
rovym markerum, stanoveni prostata-specifického antigenu (PSA), ktery je vlastné proteolytickym enzymem
a jeho pfitomnost v krvi signalizuje rakovinu prostaty. PSA je z vétsi ¢asti v komplexu s antichymotrypsinem
a alfa-2-makroglobulinem, mensi ¢ast je volna. Hraniéni koncentrace celkového PSA je asi 6 ug/l.

ENZYMY ENERGETICKEHO METABOLISMU:
ALDOLAZA, LAKTATDEHYDROGENAZA

Buiiky ziskdvaji energii degradaci energeticky bohatych sloucenin predevsim pii glykolyze, pfi B-oxidaci
mastnych kyselin a v cyklu kys. citronové, coZ jsou procesy napojené prostiednictvim redukovanych koen-
zymi na oxidativni procesy dychaciho fetézce. V nasledujicim textu uvidime, Ze nédlez nékterych enzymi

glukdza
L eurp
glc-6-P
d
fru-6-P
b «arp
fru-1,6-di-P
!at‘a‘oféza |
di-HY-aceton-P «—» glyceraldehyd-P
| NAD:
NADH
1,3-di-P-glycerova k.
—ATP

3-P-glycerova k.
{
2-P-glycerova k.
d

P-enolpyrohroz. k.
—ATP
pyrohroznova kys.
NADH —
LDH

NAD" —
mléénd kyselina
Schéma anaerobni glykolyzy
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zminénych drah v séru ma také medicinsky vyznam jako vice nebo méné specificky indikator organového
poskozeni.

Pr1 anaerobni glykolyze je koneCnym produktem odbouravini glukozy kys. mléénd. Vznika napf. ve vel-
kém mnoZstvi v pracujicim svalu, nestaci-li nabidka kysliku kryt potieby tkafiového dychani. Konverze pyru-
vatu na laktat je zde nutnd z energetickych divodi, nebot glykolyza a tim I produkce ATP na trovni substrati
mohou probihat jen pfi regeneraci NAD* z NADH, vzniklého pfi oxidaci glyceraldehyd-P na di-P-glycero-
vou kys. Kyselina mlécna je dodatecné regenerovana v jatrech na glukézu. Nekteré tkané maji zvIast dobie
vyvinutou schopnost kryt energetickou spotfebu glykolyzou za anaerobnich podminek. Vedle tkané svalové
to jsou napi. nddorové buriky. U bakterii mlé¢ného kvaSeni se jedna dokonce o hlavni metabolickou drahu.

Pro osvéZeni znalosti zdkladnich reakci anaerobni glykolyzy véetné role pyridinovych koenzymu pfipo-
Jujeme zjednodusené schéma této dulezité metabolické drihy.

Funkce a vlastnosti aldolazy

Aldoldza umoZiiuje jeden z kliCovych kroku glykolytické drahy, totiZ $t€peni fruktosa-1,6-bisfosfatu na
dve triosy, glyceraldehyd-P a dihydroxyaceton-P. Tyto dva produkty jsou vzhledem k dal§imu pribéhu gly-
kolyzy rovnocenné, diky zapojeni fosfotriosoisomerazy, kterd zajistuje vzijemnou konverzi obou trios. Tak
miZe glyceraldehyd-P, ktery je dehydrogenovian na fosfoglycerovou kyselinu, vznikat rovnomémé z obou
produkt. Rovnovaha izomerizace je posunuta na stranu dihydroxyacetonfosfitu (96 %).

(P-0-CH, H,-00)

H =0

I o
oh

fruktosa-1,6-bisfosfat

aldoldza

/\

H,-0() H,-0-F)
HO-E (f

H . (ro
CHO isomerdza CH,-OH
glyceraldehyd-3-P dihydroxyaceton-P
H;PO4, NAD*
dehydrogendza
NADH
1 ,3-bisfosfog‘ 'ycerové k.

Aldoléaza je nitrobunécny enzym, lokalizovany v cytoplazmé, ve vysoké koncentraci zejména u svalovych,
méné jaternich bunék. Pfi destruktivnich pochodech téchto tkéni se objevi i v krevnim séru, jeho nélez viak
neni piili§ specifickym ukazatelem. ProtoZze se vyskytuje i v ¢ervenych krvinkach, automaticky se zvySuje
Jeho hladina pfi hemolyze.
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Pro stanoveni aktivity enzymu mame k disposici jednak barevnou reakci, pfi které reaguji produkty aldo-
lazové reakce s dinitrofenylhydrazinem za vzniku barevnych hydrazonii, jednak spiaZenou reakci, ve ktereé je
dihydroxyaceton-P redukovan na glycerol-1-P za soucasné konzumace NADH, coZ lze pfimo sledovat v UV
svétle (Warburgiiv opticky test). Normalni aktivity v séru nepfesahuji 50 nkat/l.

Funkce a vlastnosti laktatdehydrogenazy

Laktatdehydrogenaza (D) katalyzuje vratnou preménu pyruvatu na laktat. Patfi mezi NAD* zévislé
oxidoreduktizy. Rovnoviha je pfi tom posunuta vyrazné ve prospéch laktitu. Vyznam enzymu pro regene-
raci oxidované formy nikotinamidového koenzymu pii anaerobni glykolyze vyplyva ze schématu v dvodni
kapitole.

k. pyrohroznova
COOH

C=0 — NADH + H'
e, ™

laktatdehydrogenasa

COOH / \)
CHOH NAD"

CH;
k. mléena

Molekula enzymu je sloZena ze Ctyf bilkovinnych subjednotek. Vzhledem k tomu, Ze existuji dva typy
monomert, které jsou kombinovatelné, rozeznavame 5 variant kvarterni struktury laktatdehydrogenazy. Tyto
monomery se li§i jak svou primarni strukturou, coZ dovoluje napf. elektroforetickou separaci typi, tak i svym
metabolickym zapojenim.a expresi v riznych organech. ,, H “(heart) subjednotka je produkovéna pfedevsim
v srdecni svaloving, kde také pfevladaji tetramery H,. Komplexni struktura je specializovana na prednostni
oxidaci kys. mlécné na pyruvat, ktery pak slouZi jako zdroj energie pro srdce. Naopak v kosternim svalu
a v jatrech jsou prepisovany piedevsim geny pro subjednotky , M “(muscle), takZe se zde vyskytuji v nejvét-
§i mife tetramery typu M,, specializované na pochod opacny, tj. redukci pyruvatu na laktat, pfedpoklad ana-
erobni glykolyzy. Jiné kombinace subjednotek maji afinity proporciondlni poctu jednotlivych monomerd.
LH* subjednotky maji vy33i anodickou mobilitu pfi elektroforéze nez subjednotky ,,M", coZ vedlo ke klasi-
fikaci 5 isoenzymil laktatdehydrogenazy dle rychlosti migrace (LD, s). SoubéZné se v3ak uZiva i klasifikace
podle poméru subjednotek.

&3 Hy LDy (14-35%) 6 @

@ H:M LD, (30-44%) srdecni infarkt
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Prvni izoenzym je kromé srde¢niho svalu také obsaZen v erytrocytech, takZe hemolyza arteficielné zvy-
Suje koncentrace prave této frakce. Je zajimavé, ze komplex obsahujici vice H subjednotek mize oxidovat
i a-hydroxybutyrit, takZe aktivita ot-hydroxybutyrat-dehydrogendzy v séru je vlastné aktivitou izoenzymu
LD bohatych na H subjednotky.

Stanoveni laktatdehydrogenazy je zaloZeno na sledovani poméru oxidované a redukované formy NAD
koenzymu. MEéfit je moZno pfimo v UV oblasti (340 nm) nebo prevést zménu do barevné oblasti redukei
jodonitrotetrazoliové violeti na Cerveny formazan, méfitelny pfi 510 nm. Za normdlni se povaZuji hodnoty
celkové LD menSi neZ 8 ukat/l séra.

ENZYMY PREMEN AMINOKYSELIN: AMINOTRANSFERAZY

Centralni postaveni v metabolismu aminokyselin ma kys. glutamova, kterd se jako jedind miZe pfimo
deaminovat pfi biosyntéze mocoviny, hlavniho odpadniho dusikatého produktu v katabolismu bilkovin.
Témér vSechny ostatni aminokyseliny pfedavaji sviij o-aminodusik prekurzoru kys. glutamové, kys. 2-oxog-
lutarové, mechanismem transaminace. Reakce je katalyzovana enzymy, nazyvanymi aminotransferazy, dfi-
ve transaminazy. Ve viech je jako prostheticka skupina zabudovan fosfopyridoxal a vyznacuji se azkou sub-
stratovou specifitou jak pro donor c-aminoskupin, tak pro 2-oxo akceptor. Nejsou znamy zadné genetické
defekty postihujici aminotransferazy, tento stav by nebyl slucitelny se Zivotem.

Z klinického hlediska ma vyznam zejméma stanoveni aminotransferdaz alaninu a kys. asparagové, které
pfenaseji aminoskupiny na totoZny akceptor, kys. 2-oxoglutarovou. Zkratky ALT (L-alanin:2-oxoglutarat-
aminotransferaza) a AST (L-aspartat:2-oxoglutaryl-aminotransferaza) vystihuji hlavni smér této vratné reak-
ce lépe neZ drivéjsi symboly GPT a GOT, odvozené od prevazujicich produkth reakce:

(EOOH ﬁJOOH
i
CH, (FI-I3 ALT (IJH3 CH,
H-NH,  + =0 - %O + “H-NH,
COOH COOH — (600 HCOOH
alanin 2-oxoglutarova k.  pyrohroznova k. glutamova k.
(FOOH (IZ'OOH
EOOH GH, OOH H,
H, (IZH2 AST H, H,
I H-NH, + (|3=0 — =0 + ; H-NH,
COOH COOH — OOH COOH

asparagova k.

Aspartataminotransferiza zajiStuje mj. rovnovihu mezi kys. glutamovoua asparagovou pfi biosyntéze
mocoviny, na které se obé aminokyseliny podileji svym aminodusikem. Oba enzymy jsou pfitomny ve znac-
ném mnoZstvi v jatrech, AST je rovnéZ velmi aktivni v srde¢nim a kosternim svalu a verytrocytech. U AST
jsou znamy 2 izoenzymy, plazmaticky a mitochondridlni, zhruba ve stejné katalytické koncentraci. Jak bylo
jiz uvedeno v kap. 5.3.1, pomér AST/ALT je ukazatelem zavaZnosti jaterniho onemocnéni. Klinicky vyznam

2-oxoglutarova k.

oxalooctova k.

a referenCni hodnoty aminotransferaz jsou uvedeny v kap. 5.3.3.

Laboratorni stanoveni aktivity aminotransferdz je zaloZeno na barevné reakci 2-oxoderivdtii s 2,4-dinitro-
fenylhydrazinem (metoda Reitman-Frankela) nebo na kvantifikaci spraZzenych enzymovych reakci (viz niZe).
Cerveny hydrazon v barevné reakci kys. pyrohroznové, produktu ALT reakce, poskytuje vy3si absorbanci pri
505 nm neZ hydrazon kys. 2-oxoglutarové, substratu enzymové reakce. Presto je viak Zadouci, aby koncent-
race tohoto substratu v reakéni smési byla co nejniZ§i, aby nedochazelo k fale$né pozitivité testu. To pfinasi
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ovSem nevyhodu v pomémné tzkém rozmezi méfenych aktivit, pfi vy§sich katalytickych koncentracich enzy-
mu je nutno vzorek fedit. Pii stanoveni AST je vyuZita stejna reakce, oxaloacetat z vétdi ¢asti spontdnné
dekarboxyluje na pyruvit.

Vzhledem k urcitym teoretickym a technickym problémum zatéZujicim tuto jinak jednoduchou a levnou
metodu davame v souc¢asné dobé piednost vyuZziti spraZenych enzymovych reakct, kde je kofaktorem pyridi-
novy koenzym. Zde jsou oba 2-oxoprodukty béhem reakce redukovany na kys. mlécnou a jable¢nou za vzni-
ku NAD* z NADH:

ALT

alanin + 2-oxoglutarat -3 pyruvat  + glutamat
LD

pyruvat + NADH + H* — laktat + NAD*
AST

aspartat + 2-oxoglutarat - oxaloacetat + glutamat
MD

oxaloacetit + NADH + H* — malat + NAD*

Aktivity jsou imérné rychlosti redukéniho procesu, tj. ubytku NADH, ktery Ize méfit pfimo Warburgovym
optickym testem (viz kap. 12.2.), tj. sledovanim abytku absorbance pii 340 nm, nebo navéazat barevnou reak-
ci s pyridinovymi koenzymy ve viditelné oblasti. Uvedené stanoveni je zejména vyhodné pfi kinetickém sle-
dovani transaminacni reakce.

ENZYMY STEPICI ESTERY KYSELINY FOSFORECNE

Fosfatazy patfi systematicky do skupiny hydrolaz Stépicich estery kyseliny fosforecné. Tyto enzymy se
rozdéluji na fosfomonoesterazy a fosfodiesterazy podle poctu esterovych vazeb kyseliny trihydrogenfosfo-
re¢né. Fosfomonoesterazy hydrolyzuji rizné fosfore¢nanové estery predeviim cukrii a bilkovin, ale i nuk-
leotidy. Patii sem klinicky dilezité indika¢ni enzymy. Podle optimalniho pH reakce se déli na alkalické (pH
optimum 7-10) a kyselé (pH optimum 4-6). Fosfodiesterazy jsou diilezité enzymy katabolismu nukleovych
kyselin, ale mohou $tépit 1 fosfolipidy (fosfatazy z hadich jedn).

Alkalicka fosfataza (ALP) se vyskytuje ve formé tii izoenzymi. Stievni izoenzym je dileZity pro vstie-
bavaci procesy, kostni 1zoenzym se ucastni vystavby a pfestavby kosti. Stejny izoenzym se nachazi v jatrech,
kde je nezbytny pro pfemény glycidi, a v ledvinach. Tfeti je izoenzym placentarni. Ve viech pfipadech jsou
enzymy lokalizovany v cytoplazmatické membrané, k aktivaci jsou nezbtné ionty Mg2+. Zvy3eni sérové akti-
vity ALP se pozoruje u poruch jater, proviazenych cholestdzou. Soudi se, Ze méstnani vyvola zvasenou syn-
tézu alkalické fosfatazy v epitelidlnich bunikach ZluCovych kandlka. Vzestup provazi také metabolické poru-
chy kosti (kfivici) a kostni nadory primarni a metastatické. Vzhledem ke zvySené aktivité osteoblasti u déti
Jsou zde fyziologicky nachazeny vySsi sérové katalytické koncentrace.Aktivitu ALT je moZno stanovovat
také v leukocytech, kde je enzym ve znac¢né koncentraci. Zmény aktivit jsou pfiznac¢né pro nékteré leukemie.

Kysela fosfataza (ACP) je v nejvy3si katalytické koncentraci v prostaté dospélych muZzi, ostatni tkané ji
obsahuji o 2-3 fady méné. ProtoZe je lokalizovdna v lyzosomech, souvisi jeji uvolnéni do krve s hlub3im
zasahem do struktury bufiky, pfi kterém dojde k poruseni lyzosomdlni membrany. U zdravého jedince je pro-
to aktivita prostatického izoenzymu v séru sotva postiZitelna. Nalez zvySené aktivity maZe byt znamkou kar-
cinomu prostaty, zejména jeho kostnich metastaz. Prostaticky izoenzym muaZeme odlidit od druhého izoen-
zymu z kosti, erytrocytii a trombocyta jeho citlivosti vaci vinanu (,.tartardt labilni frakce ACP*). Znanou
aktivitu tohoto exkrecniho enzymu ma semindlni tekutiny, coZ se v soudné-lékaiské praxi vyuZiva k prika-
zu spermatu. Vzhledem k tomu, Ze ACP je pfitomna i v erytrocytech, jsou vySetfeni znehodnocena hemoly-
zou séra. Doporucuje se proto vySetfovat krevni plazmu, a to po okyseleni acetatovym pufrem pro zamezeni
degradace enzymu pfi fyziologickém pH.
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Biochemické stanoveni obou typa fosfataz je zaloZeno na $tépeni syntetickych esteri kys. fosforecné.
Odstépené substituenty jsou bud samy barevné, nebo je Ize na zdkladé jednoduché barevné reakce stanovit.
Sety Lachema obsahuji jako substrat p-nitrofenylfosfit:

(PH fosfatdza
NO, - @ —0—(51:’:0 + H,0 - NO, © —~OH + H,PO,
H

Podle typu stanovovaného enzymu probiha reakce bud v kyselém nebo v alkalickém prostiedi. Zluty
p-nitrofenol stanovujeme fotometricky pfi 405 nm.
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