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FYZIKALNO - CHEMICKE METODY

STANOVENIE KONCENTRACIE Fe?* IONOV V SERE POMOCOU
ANALYTICKEJ KRIVKY

Meno, Studijna sk.: Datum:

Princip

Roztok batofenantrolinu tvori s i6nmi Fe?* stabilny, ¢erveno sfarbeny komplex, vhodny na
spektrofotometrické stanovenie s absorpénym maximom pri 535 nm.

Meranie absorbancie reakénych zmesi vzniknutych pridanim batofenantrolinu do roztokov
iénov Fe** s roznou zndmou koncentriciou (Standardnych roztokov) umozni zostrojenie
analytickej krivky — zavislosti As3s od koncentracie Fe** iénov. Neznimu koncentriciu Fe?*
iénov je potrebné odcitat’ z tejto krivky. Podmienkou je, aby sa pri analytickom postupe
dodrZali iplne rovnaké podmienky, t.j. vzorka aj Standardné roztoky sa spracovavaju paralelne.

2+

Zeleznaty chelét dvojsodnej soli
batofenantrolindisulfénovej kyseliny

Reagencie a pomocky

- batofenantrolin (kyselina 4,7-difenyl-1,10-fenantrolin-3,6-disulfénovd) ¢ = 0,46 mmol.l",
octan sodny ¢ = 2 mol.I"!, §tandardny roztok Fe** (siran Zeleznato-aménny) ¢ = 18 pmol.1!,
- spektrofotometer.

Postup

Standardny roztok Zeleznatej soli zndmej koncentracie (c = 18 umol.l") sa riedi vodou podla
pracovnej tabul’ky, pri¢om sa takto pripravuji roztoky rdznych, ale zndmych, koncentracii
i6nov Fe?*, za ti¢elom zostrojenia analytickej krivky, A = f(c).

Koncentricie Zzeleznatych i6nov v roztokoch, ktoré sa pripravia riedenim zdsobného
Standardného roztoku Fe?* (¢ = 18 umol.I"!) vypocitame z bilan¢nej rovnice zried’ovania (pozri
roztoky):

¢.V,=¢.V, ¢, =18 pmol.l‘1 V,=0,5;1,0; 1,5 a 2,0 ml
C, =X V,=2,0ml
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Standardné roztoky

vzorka | blank

1 2 3 4
zasobny Stand. roztok Fe* (ml) 0,5 1,0 1,5 2.0 - -
H>0 (ml) 1,5 1,0 0,5 - - 2,0
vzorka Fe?* (ml) - - - - 2,0 -
¢inidlo (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

v Case od 5-60 minut meriame As3s proti porovnavaciemu roztoku

As3s -
Fe?, ¢ (umol.l') 18 -
Hodnotenie
a) Z vypocitanych hodndt koncentricii Fe** iénov v jednotlivych $tandardnych roztokoch
zostrojte analyticku krivku tak, Ze na os "x" nanesiete koncentraciu v umol/l a na os "y"
absorbancie prisluinych roztokov Fe?*. Ak je tdto zavislost linedrna, plati v uvedenom
rozsahu koncentricii Lambertov-Beerov zdkon. Ked zmeriate absorbanciu vzorky séra,
mozete z analytickej krivky priamo od¢itat’ koncentraciu iénov Zeleza v sére.
b) Koncentriciu iénov Zeleza vypocitate tiez podl'a nasledovného vztahu:
Cpz = @ c
vz Agt LSt
kde Ay je absorbancia Standardu, Ay, absorbancia vzorky, cy je koncentracia Standardu a
cvz koncentracia vzorky.
¢) Porovnite vysledky ziskané odc¢itanim z analytickej krivky s vypocitanymi hodnotami

a vyhodnotite, ¢i koncentracia Zeleznatych i6nov v sére je vo fyziologickom rozsahu.

Fyziologické hodnoty: c (Fe**) muZi = 9,6 — 30,2 umol.l"!
c (Fe**) Zeny = 8,9 — 27,3 umol.l”!
c (Fe**) deti = 9 — 30 umol.I”!

Vypocty
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Absorbancia (535 nm)

Koncentricia Fe (umol.l'!)

Zaver
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ROZTOKY

PRIPRAVA 250 ml ROZTOKU NaCl S KONCENTRACIOU 0,15 mol/l

Meno, Studijna sk.: Datum:

Princip

Pripravovat’ budeme roztok, ktorého koncentracia je vyjadrend ako liatkovd koncentricia,
urcend podielom latkového mnozZstva rozpustenej latky a celkového objemu roztoku. Pri
vypocte pouZijeme vzorce:

C =— n =-— m =c.V.M
Roztok pripravime v odmernej banke s objemom 250 ml.

Reagencie a pomécky

- NaCl p.a.(M = 58 g/mol),

- odmernd banka (250 ml), lievik, laboratérna lyZica, pipeta,
- filtracny papier,

- vahy.

Pracovny postup

Vypocitame hmotnost’ NaCl potrebnu na pripravu 250 ml roztoku s koncentraciou 0,15 mol/l.
Vypocitané mnozstvo NaCl odvazime na technickych vdhach a prenesieme s pouZzitim lievika
do odmernej banky, rozpustime v ¢iastoénom objeme destilovanej vody a nasledne doplnime
objem vodou po znacku na banke. Banku ozna¢ime Stitkom s ndzvom latky, koncentraciou
a daitumom pripravy.

Vypocty a zdver
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ROZTOKY

PRIPRAVA 100 ml ROZ’["OKOV NaCl S KONCENTRACIAM/I 0,075
mol/l A 0,1 mol/l RIEDENIM ROZTOKU NaCl S KONCENTRACIOU
0,15 mol/I"

Meno, Studijna sk.: Datum:

Princip

Pre vypocet zmeny zloZenia roztoku priddvanim rozpust'adla, ak je zloZenie roztoku vyjadrené
latkovou koncentraciou, plati bilanéna zried’ovacia rovnica:

cl'Vl = CZ'VZ

Rovnica vyjadruje, Ze pri riedeni roztoku rozpuStadlom sa meni objem roztoku a jeho
koncentracia, pricom latkové mnoZstvo zostiva rovnaké. Z definicie latkovej koncentracie

vyplyva:
ng = cl'Vl n, = C2.V2

a kedZe plati: ni =
po dosadeni dostaneme: c¢1.V1=c2.V2

Napr. pre pripravu objemu 100 ml roztoku s koncentraciou 0,75 mol/l riedenim fyziologického
roztoku (0,15 mol/l) destilovanou vodou plati:

c1 =0,15 mol/l c2= 0,075 mol/l
Vi=7ml V2= 100 ml

_ C2.V2 _ 0,075100 _
V, = = o - 50 ml

Reagencie a pomacky

- roztok NaCl, ¢ = 0,15 mol.I",
- dve odmerné banky objemu 100 ml, pipety, odmerny valec, lievik.

Pracovny postup

Vypocitame objemy fyziologického roztoku (0,15 mol/l) NaCl potrebného na pripravu 100 ml
roztoku s koncentraciou 0,075 mol/l a 100 ml roztoku s koncentraciou 0,1 mol/l. V oboch
pripadoch vypocitany objem odmeriame odmernym valcom, prelejeme do odmernej banky,
doplnime destilovanou vodou po znacku, uzatvorime zatkou a dokladne premieSame. Banku
oznacime Stitkom s ndzvom léatky, koncentraciou roztoku a dditumom pripravy.

Vypocty a zdver
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ROZTOKY

SLEDOVANIE HYPOTONICKEJ HEMOLYZY (OSMOTICKE]
FRAGILITY) ERYTROCYTOV

Meno, Studijna sk.: Datum:

Princip

V hypotonickom prostredi erytrocyty podliehaji hemolyze. Osmotickd rezistencia, alebo
opacne osmotickd fragilita, sa skima sledovanim odolnosti erytrocytov voci hemolyze
v hypotonickom prostredi.

Minimalna osmoticka fragilita je urCena takou koncentraciou roztoku NaCl, pri ktorej
pozorujeme zacinajicu hemolyzu erytrocytov v tomto roztoku (po centrifugicii je supernatant
nad sedimentom erytrocytov slaboruzovo sfarbeny uvol'nenym hemoglobinom).

Maximalna osmoticka fragilita sa udava takou koncentraciou roztoku NaCl, pri ktorej
dochddza k tplnej hemolyze erytrocytov (roztok ma Cervend farbu a na dne skimavky po
centrifugdcii nepozorujeme Ziaden sediment erytrocytov - podobné je pozorovanie v kontrolne;j
skimavke s destilovanou vodou).

Sledovanie osmotickej fragility (alebo rezistencie) ma diagnosticky vyznam. SldZi na
diagnostiku, ako aj diferencidciu hemolytickych ochoreni. V klinickej praxi aj vo vyskume, je
na oznacenie sledovania hypotonickej hemolyzy viac zauZivany termin osmoticka fragilita nez
osmotickd rezistencia. Aby sme si tieto pojmy nezamienali, treba si uvedomit’ len to, Ze
koncentricia, ktord uddva maximalnu osmotickd fragilitu je sicasne idajom o minimélnej
osmotickej rezistencii a koncentracia uddavajica minimélnu osmotickd fragilitu je idajom o
maximalnej osmotickej rezistencii.

Cim je erytrocyt osmoticky rezistentnej3i (stabilnejsi vo&i hemolyze), tym menej je osmoticky
fragilny (menej citlivy voci hemolyze).

Materidl a reagencie

- 20% suspenzia premytych erytrocytov vo fyziologickom roztoku
- roztoky NaCl s koncentraciami: 0,075 mol/l, 0,1 mol/l a 0,15 mol/l.

Pracovny postup

Erytrocyty izolujeme z krvi odstredenim (2000 ot./min, 10 min). Po oddeleni plazmy
odsdvanim (pomocou kapildry a vodnej vyvevy) erytrocyty trojndsobne premyjeme
izotonickym roztokom NaCl (20 %). Takto pripravenu suspenziu erytrocytov a roztoky NaCl
rdznej koncentracie pipetujeme do sady centrifuga¢nych skimaviek podla pracovnej tabul’ky.
Po odstredeni opatrne odpipetujeme do kyvety spektrofotometra 2 ml supernatantu a
odmeriame absorbanciu pri vinovej dizke 540 nm oproti vode a hodnoty zapiseme do tabulky.
Supernatant je kvapalnd ¢ast’ nad sedimentom erytrocytov.
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skumavka 1 2 3 4
erytrocyty (ml) 0,1 0,1 0,1 0,1
H>0 (ml) 5 - - -
NaCl 0,075 mol/I (ml) - 5 - -
NaCl 0,1 mol/l (ml) - - 5 -
NaCl 0,15 mol/I (ml) - - - 5

- zmes opatrne premieSat’ pomocou alobalu

- inkubovat’ 10 mintt vo vodnom kupeli pri teplote 37 °C
- centrifugovat’ 5 mindt pri 2500 ot./min

- odmerat’ Asso oproti vode

Asq0

% hemolyzy 100

Hodnotenie

V skimavkach po odstredeni pozorujeme, Ze objem sedimentu (erytrocyty) je priamo umerny
koncentracii roztoku NaCl. V skimavkiach s ¢islom 1, 2 a 3 (hypotonické prostredie)
pozorujeme hemolyzu, preto ma supernatant Cervené sfarbenie (roztok hemoglobinu).
V skumavke €. 4 je roztok NaCl izotonicky s prostredim v erytrocytoch, preto za normélnych
okolnosti (Cerstvé erytrocyty, absencia hemolytického ochorenia) hemolyzu nepozorujeme.

Hemolyzu vyhodnotime kvantitativne tak, Ze vypocitame percento hemolyzy pri roznych
koncentracidch NaCl. Ako 100 % hemolyzy berieme hodnotu Ass v skimavke s vodou
(skamavka €. 1), pretoZe vo vode prebehne iplnd hemolyza erytrocytov.

Hypotonickd hemolyzu znézornite aj graficky (stipcovym grafom).

U zdravého cloveka: hemolyza zacina v roztoku NaCl s koncentrdciou 0,078-0,086 mol/l
liplnd hemolyza nastdava v roztoku NaCl s koncentrdciou 0,052-0,057 mol/l

ZvySend osmotickd fragilita je spojend s vrodenou alebo ziskanou sférocytozou (ochorenie,
pri ktorom erytrocyty maju vrodeny defekt membrdnovych proteinov, co sposobuje
presun vody a sodika do erytrocytov, pricom erytrocyty strdcaju bikonkdvny tvar a
ziskavaju gulaty tvar).

O zniZenej osmotickej fragilite hovorime vtedy, ak k tiplnej hemolyze erytrocytov v roztoku
NaCl s koncentrdciou 0,052-0,057 mol/l nedoslo, ciZe su viac rezistentné voci
hypotonickému roztoku. ZniZend osmotickd fragilita je spojend s chronickym ochorenim
pecene, anémiou z nedostatku Zeleza, talasémiou, hyponatriémiou (koncentrdciou Na*
v sére <130 mmol/l) alebo kosdcikovitou anémiou po splenektomii (odstrdneni sleziny).

Zaver
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BIOCHEMICKY VYZNAMNE REAKCIE ORGANICKYCH ZLUCENIN

STANOVENIE KONCENTRACIE MOCOVINY V SERE A V MOCI

Meno, Studijna sk.: Datum:
Princip

Mocovina tvori s diacetylmonooximom v silne kyslom prostredi za pritomnosti
tiosemikarbazidu a i6nov Fe** &erveno sfarbeny komplex vhodny na spektrofotometrické
stanovenie pri 525 nm.

Reagencie

- Standardny roztok mocoviny (20 mmol.l?'); roztok ¢inidla, ktory obsahuje
diacetylmonooxim (5 mmol.l"!), tiosemikarbazid (0,9 mmol.I""), H2SO4 (0,9 mol.I'") a Fe**
(25 umol.I'"), vzorky séra a 100x riedeného mocu.

Pracovny postup
standardny Vz?rka Vzorvka blank
roztok séra moca
Standardny roztok mocoviny (ml) 0,01 - - -
sérum (ml) - 0,01 - -
moc¢ (100x riedeny) (ml) - - 0,01 -
H>0 (ml) - - - 0,01
¢inidlo (ml) 2 2 2 2

- premiesat, 10 min zahrievat’ vo vriacom vodnom kpeli,
- ochladit’ a odmerat’ Aszs oproti blanku

Aszs

koncentricia moc¢oviny (mmol 1)

20

mnozstvo moc¢oviny (mmol/24 hod.)

Hodnotenie

Vypocitajte koncentraciu mocoviny v sére a v moci (pri vypocte koncentracie v moci vysledok
vyndsobte zriedenim moca). Vypocitajte mnoZstvo vylic¢enej mocoviny za 24 hodin (pri zadani
diurézy — objemu moca vyli¢eného za 24 hodin) a hodnoty porovnajte s fyziologickymi
hodnotami.

Fyziologické hodnoty: c (sérum) = 2,5 - 8,3 mmol.l"!
¢ (moé) = 125 - 400 mmol.I"!
n = 320 - 568 mmol/24 hod

Vypocéty a zdver
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SACHARIDY
ENZYMOVE STANOVENIE KONCENTRACIE GLUKOZY V SERE
Meno, Studijna sk.: Datum:

Princip

Glukdza sa katalyticky oxiduje vzdusnym kyslikom u¢inkom glukézaoxiddzy na peroxid vodika
a kyselinu glukénovi. Vytvoreny peroxid vodika sa stanovuje reakciou, ktoru katalyzuje
peroxiddza. V tejto reakcii peroxid vodika oxiduje vhodny donor vodika - 3-metylfenol, ktory
kopuluje so 4-aminofenazénom na farebny produkt. MnoZzstvo vzniknutého farebného produktu
je umerné koncentracii glukézy (stanovi sa spektrofotometricky). Metéda je urcend na
stanovenie koncentricie glukdzy v biologickom materidli - v krvi, v sére a v moci.

H /OH
Nl COOH

H— clj— OH H—C—OH

| glukozaoxiddza |

HO—(lj—H O + 02+ H,O » HO—C—H + H,0O,

H—C—OH H— ?— OH /
Hd H—C—OH /

| /

CH,OH CH,0OH K

/
a-D-glukopyran6za kys. D-glukonova /'
/I
/
OH /
4
+H202
CHj;
0 N_ _CHj; 3-metylfenol
N . ,
B o peroxiddza
H,N CHj
+2 Hzo

4-aminofenazon
CHj

oxidacia substratu

Reagencie
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- suprava BIO-LA-TEST na stanovenie koncentricie glukdzy obsahuje: fosforeCnanovy
tlmivy roztok (0,140 mol.l"), glukézaoxiddzu (160 pkat.™), peroxiddzu (16 ukatl!), 3-
metylfenol (0,010 mol.I'!), 4-aminofenazén (0,001 mol.I""), §tandardny roztok glukézy
(0,010 mol.1'").

Pracovny postup

Pri stanoveni koncentricie glukézy v krvi alebo hemolytickom sére je potrebné biologicky
materidl najprv deproteinovat’. Analyzované vzorky séra su pre ucely praktického cvicenia uz
deproteinované a koncentricia glukézy sa stanovi podla postupu uvedenom v pracovnej
tabul’ke:

Vz?rka standardny blank
séra roztok
sérum (ml) 0,02 - -
Standardny roztok glukézy (ml) - 0,02 -
H>0 (ml) - - 0,02
¢inidlo (ml) 2 2 2

- premiesat’ a inkubovat’ 20 - 30 mindt pri izbovej teplote
- alebo 15 mintt vo vodnom kupeli pri 37 °C
- do 40 mindt od skoncenia inkubdcie odmerat’ A498 proti blanku

Audos -

koncentricia glukézy (mmol 1)

Vypocet koncentracie glukozy:
A

Cpz = sz X 10 [mmol.1™1]

5t

Hodnotenie

Koncentracia glukézy v krvi sa prostrednictvom horménov udrziava v konStantnom intervale.
Pri r6znych patologickych stavoch sa meni, preto zistenie hodnoty koncentracie glukézy v sére,
tzv. glykémie, mé dolezity diagnosticky vyznam (napr. pri diabete).

sérum 4,2 - 6,1 mmol.l”!
celd krv 3,3 - 5,6 mmol.l”!

Fyziologické hodnoty:

Zaver
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SACHARIDY

DETEKCIA PRITOMNOSTI REDUKUJUCICH SACHARIDOV V MOCI

Meno, Studijna sk.: Datum:

Princip

Dokaz pritomnosti redukujicich sacharidov v moc¢i je zalozeny na ich schopnosti sa oxidovat’
na aldénové kyseliny, ¢im redukuju iné latky. Najprv uskuto¢nime v moci Fehlingovu skusku
(a), ktord predstavuje iba stanovenie pritomnosti redukujicich sacharidov, tzv. kvalitativne
stanovenie. Principom tejto reakcie je redukcia iénov Cu?*, pritomnych vo Fehlingovom
Cinidle, na Cu* za vzniku ZltoCervenej az Cervenej zrazeniny oxidu med’'ného (Cu,0).

Aby sme zistili, ¢i sacharid (alebo ind redukujica latka) v uvedenom moci je glukdza,
pouzijeme semikvantitativne stanovenie pomocou diagnostického prizku GlukoPHAN (b).
Tieto diagnostické prizky su urcené k rychlemu a Specifickému stanoveniu pritomnosti glukdzy
v moci, ako aj orientacnému stanoveniu koncentracie glukézy v moci. Ich indika¢nd zéna
obsahuje enzymy glukozaoxiddzu a peroxiddzu so Specidlnym chromogénnym systémom, ktory
sa v pritomnosti glukézy oxiduje na produkt zelenej farby

Reagencie

- roztoky Fehling I (CuSO4.5H>0) a Fehlihg II (vinan sodno-draselny),
- Cerstvy moc€ 1 a 2, roztok glukézy (w =1 %),
- diagnostické prizky GlukoPHAN.

Pracovny postup
a) Fehlingova skaska

K 2 ml vzorky (mo€ 1, moc¢ 2 a roztok glukézy) sa prida rovnaky objem Fehlingovho ¢inidla,
ktory sa pripravuje zmieSanim roztokov Fehling I a Fehling II v pomere 1:1 v osobitnej
skimavke. Reakénd zmes sa zahrieva cca 3 mintty vo vriacom vodnom kiupeli. Reakcia je
pozitivna, ak vznikne ZltoCervend az ¢ervend zrazenina oxidu med’ného (Cu20), ktord sa usadi
na dne skimavky. Roztok glukézy sliZi ako pozitivna kontrola, teda v reakcii bude vznikat
zrazenina Cu0. Citlivost’ tejto reakcie je priblizne 10 mmol/l. Reduk¢né skusky je potrebné
robit’ v Cerstvom, nezakalenom moci. Ak mo¢ obsahuje bielkoviny, musi sa pred skiskou
deproteinovat’.

b) Dokaz a semikvantitativne stanovanie glukézy diagnostickymi prizkami
"GlukoPHAN"

Dokaz vykondme len v tom moci, v ktorom bola dokdzand pritomnost’ redukujicej latky
Fehlingovou skuskou. Diagnosticky prizok GlukoPHAN sa na chvilu (1-2 sek) namoci do
zasobnej flaSe vySetrovaného mocu. Po jeho vytiahnuti sa test hodnoti po troch minitach
porovnanim intenzity vzniknutého sfarbenia s farebnou stupnicou na Stitku tuby s prizkami.

[ 70 CRB EC 1T L ey
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Test zachyti vznikom zeleného sfarbenia pritomnost’ zvySeného mnozstva glukézy priblizne od
koncentracie 2 mmol/l.

Hodnotenie

V pripade pozitivnej Fehlingovej reakcie sa presvedcte, ¢i je redukujicou latkou glukdza, a to
Specifickou skiskou pomocou prizkov GlukoPHAN. Vysledky zapiSte do pripravenej tabul’ky.

mo¢ 1 moc¢ 2

Fehlingova skiska

GlukoPHAN
gluk6za (mmol/l)

Zaver
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LIPIDY

STANOVENIE KONCENTRACIE LIPIDOV V SERE
Meno, Studijna sk.: Datum:

Princip

Lipidy krvného séra (vritane neesterifikovanych mastnych kyselin) po kyslej hydrolyze
koncentrovanou kyselinou sirovou reaguju s vanilinom a kyselinou trihydrogénfosfore¢nou za
vzniku Cerveného zafarbenia, ktorého intenzita je Umernd mnoZstvu celkovych lipidov v sére

Reagencie a pomocky

- Sudprava BIO-LA-TEST "CELKOVE LIPIDY":

- Cinidlo (vanilin, ¢ = 10 mmol.I'!, H3POq, c= 11,5 mol.I'").
- Standardny roztok celkovych lipidov (8 g.1™").

- Kyselina sirové (konc.).

- Sérum, vodny kipel’, spektrofotometer, kahan, skimavky.

@ Pozor!! Cinidlo a kyselina sirovd su silné Zieraviny.

Pracovny postup
vz?rka Standardny blank
séra roztok
sérum (ml) 0,02 - -
Standardny roztok lipidov (ml) - 0,02 -
koncentrovana H>SO4 (ml) 1,50 1,50 -

- premiesat’ a zohrievat’ v tenkostennych skimavkach 10 minut
vo vriacom vodnom kupeli

- obsah skiumaviek (hydrolyzat) ochladit’ pod pridom studenej vody
a zo ziskaného hydrolyzatu odpipetovat’ do suchych skimaviek:

hydrolyzat (ml) 0,10 0,10 -
H>SO4 (ml) - - 0,10
¢inidlo (ml) 1,50 1,50 1,50

premiesat, nechat’ stat’ 10-20 min a merat’ As3o vzorky a Standardu proti
blanku

As3o -

celkové lipidy (g.1')) 8 -
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Hodnotenie

Z absorbancie vzorky a Standardu vypocitame obsah celkovych lipidov v sére podla vzt'ahu:

_ A

Cyz = A -Gyt (g-l_l)
st

Fyziologické hodnoty: sérum: 4 - 8 g.I"" (nalacno)

Vypocet a zdver
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AMINOKYSELINY

SEPARACIA AMINOKYSELIN TENKOVRSTVOVOU
CHROMATOGRAFIOU (TLC)

Meno, Studijna sk.: Déatum:

Princip

TLC je chromatografickd metéda. Jej principom je rozdelenie jednotlivych zloZiek vzorky na
zéklade rozdielneho charakteru adsorb¢nych sil zloziek vzorky medzi pohyblivi - mobilni fazu
(rozpustadlo) apevni - staciondrnu fazu (tenkd vrstvu) chromatografického systému.
Staciondrna fdza je tvorend tenkou vrstvou jemnozrnného adsorbentu, ktory je bud’ volne
sypany alebo vhodne fixovany na podloZzke (hlinikova f6lia, sklenend platni¢ka). Mobilna faza,
tzv. vyvijacia sudstava, je zmes organickych rozpuastadiel. V dosledku roznej afinity
jednotlivych zloziek vzorky k adsorbentu dochddza k deleniu vzorky na jednotlivé zlozky.
Detekcia rozdelenych zloziek sa uskutociiuje postrekom vhodnym detekénym cinidlom
a zlozky sa charakterizuji podla ich reten¢nych faktorov.

Na detekciu volnych a-aminokyselin sa védcSinou pouziva citlivd farebnd reakcia s
ninhydrinom (2-dihydroxy-1,3-indandién). Pri reakcii sa ninhydrin redukuje a aminokyselina
sa deaminuje a dekarboxyluje za vzniku aldehydu. Uvolneny amoniak reaguje s jednou
molekulou redukovaného ninhydrinu a d’alSou molekulou nezmeneného ninhydrinu na
fialovomodry komplex. Aminokyseliny prolin a hydroxyprolin ddvaja pri tejto reakcii ZIté
sfarbenie a arginin oranZové. Reakcia nie je Specifickd len pre aminokyseliny. Déavaju ju tieZ
estery aminokyselin, oligopeptidy, aminosacharidy a pod.

Reagencie a pomocky

- roztoky aminokyselin: leucin, lyzin, glycin, glutamat, ich zmes a vzorky neznadmych
aminokyselin (w = 1%)

- silufolovd platna, chromatografickd komora

- rozpraSovac s roztokom ninhydrinu v aceténe (w = 0,4)

- vyvijacia sustava: n-butanol - kyselina octové- voda (4:1:5)

Postup

Vzorky zndmych aminokyselin (leucin, lyzin, glycin, glutamat), ich zmes a vzorky nezndmych
aminokyselin sa nanesu vo forme malej Skvrny (cca 10-20 pl) na tenku vrstvu silufolovej platne.
Platna sa vysus$i a vlozi do komory nasytenej parami vyvijacej sustavy. Komora sa uzatvori
a zmes zloZziek na platni sa necha delit, kym celo rozpustadla dosiahne vzdialenost’ 1-2 cm od
vrchného okraja platne. Platiiu vyberieme, obyc¢ajnou ceruzkou oznac¢ime celo rozpuistadla a
vysus$ime v suSiarni pri 100 °C. Vzorky detegujeme postrekom roztokom ninhydrinu, ktory
reaguje s aminokyselinami za vzniku farebnych Skvin podl'a reakcie:

@] HO
OH FOOH -CO, -RCHO NS
£ oH A i
e h 30 @ o o
O
ninhydrin aminokyselina

fialovy komplex

Obrysy vzniknutych Skvin obkreslime a ozna¢ime stred Skvrny.



Hodnotenie

Z polohy skvin aminokyselin vypocitame hodnoty retencného faktora Ry podla vzorca

kde b je vzdialenost stredu Skvrny od Startu, a je vzdialenost’ ¢ela rozpustadla od Startovacej

Ciary.

Hodnoty vypocitanych retenénych faktorov zapiSeme do tabulky. Na zdklade Ry jednotlivych
aminokyselin uréime prislusné 2 aminokyseliny v nezndmych vzorkdch. Identifikované
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vzorky _
=

L ¥

=

vzorka ?
//
/

Lys Gly Glu mix neznama
vzorka

vyvijacia
komora
“— platni¢ka

v —— pary

rozpist'adla

|/===—=— mobilni fiza
rozpuitadlo

postrek
ninhydrinom

celo rozpistadla

tartovacia fiara ' T M R VR

i

Leu Lys Gly Glu mix vzorka

Po detekcii

i

Lea Lys Gly Glumixvzorka

telo

Start

R, = v2dialenost stredu Skvray od startu (b
f ~ vzdialenost ¢ela od staru (a)

Rf=—

a

aminokyseliny v nezndmej vzorke zapiSeme do tabul’ky formou kriZika.

Tabul’ka: Ry hodnoty vybranych aminokyselin

. . Hodnoty Rt
Aminokyselina | Hodnota Rt ” ” ” "
vzorka ¢.1 | vzorka ¢.2 | vzorka ¢.3 | vzorka ¢.4
Leucin
Lyzin
Glycin
Glutamat

Vypocet a zdver
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AMINOKYSELINY

SEPARACIA HEMOGLQBiNU OD HEXAKYANOZELEZITANU
DRASELNEHO GELOVOU CHROMATOGRAFIOU

Meno, Studijna sk.: Détum:

Princip

Gélova chromatografia je metdda zaloZend na deleni 1atok podl'a velkosti molekul pri prechode
cez napuéany gél, ktory predstavuje sito s uréitou vel’kost'ou pérov. V sklenej koléne na stipci
Sephadexu G 100 sa delia latky s molekulovou hmotnostou do cca 100 000. Molekuly delene;j
preto zostavaju v intersticidlnej kvapaline, su fou undSané a vytekaju z kolény ako prvé. V
poroch st zadrZziavané molekuly s menSou velkost'ou, ¢im sa ich pohyb cez kolénu spomal’uje
a preto vytekaji z kolony neskdr. Ako prvy bude eluovat hemoglobin a za nim
hexakyanoZelezitan draselny. Uéinnost separicie oboch zloZiek posudzujeme na zdklade
eluéného diagramu, ktory ziskame meranim absorbancie eludtu pri 420 nm. Hodnota
absorbancie je sicasne aj mierou koncentréacie delenych latok v zachytdvanom eludte.

Reagencie a pomécky

- nabobtnany Sephadex G 100
- roztok hemoglobinu (w = 2 %), roztok K3[Fe(CN)s] (w =2 %)
- chromatografickd koldna, kalibra¢né skimavky, spektrofotometer

Postup

Kolénu naplnend napucanym Sephadexom G 100 premyjeme destilovanou vodou. Pred
zahdjenim delenia zmesi nechdme odtiect’ destilovani vodu nad Sephadexom aZ na uroven
povrchu gélu. Potom $pi¢kou pipety opatrne nanesieme na povrch stipca gélu 0,2 ml zmesi
roztoku hemoglobinu a hexokyanozZelezitanu draselného (1:1). Zmes nechame kratko vsiaknut’
do kolény a opatrne priddme vodu, aby povrch gélu nepraskol a nezviril sa. Napojime zadsobnik
vody tak, aby voda neustdle pretekala kolonou. Pozorujeme delenie zmesi na dve zlozky.

¢ Pozor ! Povrch kolény musi byt STALE prekryty vodou !!

Ako prvy zatne zkolény vytekat hemoglobin (hnedoCerveny pruh), ako druhy
hexokyanozZelezitan draselny (zIty pruh). Eludty jednotlivych zloziek zachytdvame vo frakcidch
po 1,5 ml do kalibovanych skidmaviek (10-15 frakcii), az kym jednotlivé zloZky nevytecu
z kolény. Po vyteCeni oboch komponentov premyjeme kolénu destilovanou vodou.
V jednotlivych frakcidch eludtu zmeriame absorbanciu pri 420 nm proti destilovanej vode.
Hodnoty absorbancie a prislusnych elu¢nych objemov zapiSeme do tabul’ky.

V (ml)

Ao

V (ml)

Ao
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Hodnotenie

Z nameranych hodnot zostrojime graf zdvislosti absorbancie od elu¢ného objemu. Graf
obsahuje dva maximd — prvé maximum zodpovedd maximalnej koncentrdcii hemoglobinu
v danych frakcidch, adruhé maximélnej koncentracii hexokyanoZzelezitanu draselného
v zodpovedajicich frakcidch. Urc¢ime, v ktorych frakcidch je cisty hemoglobin a Cisty
K3[Fe(CN)g]. Podl’a tvaru krivky vyhodnotime tGc¢innost’ delenia.

Hb hexokyanoZelezitan
draselny

v

A0

V (ml)

len Hb zmes len hexokynozZelezitan

Zaver
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BIOGENNE PRVKY

VPLYV IONOV KOVOV NA ELIMINACIU VOENYCH RADIKALOV
V BIOLOGICKOM MATERIALI

Meno, Studijna sk.: Datum:

Princip

V organizme sa vol'né radikdly, najmi radikdly odvodené od kyslika (napr. superoxidovy
aniénovy radikdl, skratene superoxid, O27), tvoria fyziologicky, ale aj za mnohych
patologickych podmienok. Enzym superoxiddismutdza (SOD) katalyzuje premenu superoxidu
na kyslik a H2O2, a tym zniZuje jeho toxicitu. Niektoré nizkomolekulové koordinacné
zliceniny, najmi tie, v ktorych ako centrdlny atém vystupuje Cu(Il), Mn(III) alebo Fe(III),
maju schopnost’ reagovat’ so superoxidom, a tak jeho zvysent tvorbu v organizme eliminovat’.
Superoxid vytvoreny systémom xantin-xantinoxiddza (1) redukuje tetrazéliova sol’ INT (tato
predstavuje detektor superoxidu) na monoformazan (2), ktory md absorpéné maximum pri 510
nm a mdZeme ho pri danej vinovej dizke detegovat. SOD a Cu(Il) komplex vychytdvaji
superoxid, a tym zniZujui redukciu detektora (3, 4 a 5).

X0
X+ 0, + H* - 05 + H,0, + kyselina mocova (1)
05 +INT+H* - 0, + INT—H (2)
SOD
05 + Cu (II) —» 0, + Cu(D) 4)
Cu (I) + 03 +2H* - Cu(Il) + H,0, (5)
Reagencie

- fosfatovy tlmivy roztok, pH = 7,8 s koncentrdciou 0,05 mol/l,

- xantin (X), ¢ =5.10” mol/l reak¢nej zmesi,

- xantinoxiddza (X0O), 10 U/l reak¢nej zmesi,

- tetraz6liovd sol’ (INT), ¢ = 9,8.10” mol/l reak¢nej zmesi,

- SOD, 1,33.107 g/l reakénej zmesi,

- Cu(Il) komplex: (2-metylimidazol)-(N-salicylidén-L-glutaméto)med’naty komplex,
[Cu(sal-L-glu)(2-metylimidazol)], 4.10” g/ reak&nej zmesi.
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Pracovny postup
skimavka 1 2 3 4
tlmivy roztok pH 7,8 (ml) 1,2 1,1 1,1 2
xantin (ml) 0,1 0,1 0,1 -
SOD (ml) - 0,1 - -
Cu(II) komplex (ml) - - 0,1 -
INT (ml) 0,1 0,1 0,1 -

reakciu odStartovat’ pridanim xantinoxiddzy v 20 sekundovych intervaloch

xantinoxiddza (ml) 0,1 0,1 0,1 -

inkubovat’ 10 min pri izbovej teplote.
odmerat’ Asio v 20 sekundovych intervaloch oproti timivému roztoku

As10 -
% redukcie INT 100 -
% inhibicie redukcie INT 0 -

dismutazova aktivita (U) - -

Hodnotenie
1. Z hodnot nameranych absorbancii vypocitajte % redukcie INT vytvorenym superoxidom:

redukcia INT superoxidom (absorbancia v skiimavke €.1) ......cccccecvvreennen. 100 %
redukcia INT superoxidom v pritomnosti SOD, resp. Cu(Il) komplexu.......... X %

2. Zhodndt % redukcie INT vplyvom SOD alebo Cu(Il) komplexu vypocitajte % inhibicie
redukcie INT:
% 1=100-x

3. Zhodn6t % inhibicie vypocitajte pre SOD aj pre Cu(ll) komplex dismutidzovu
aktivitu v jednotkach U:

Definicia: Jedna jednotka dismutdzovej aktivity U je definovand ako schopnost’ inhibovat’
redukciu INT na 50 %

napr. 35 % I predstavuje dismutdzovi aktivitu 0,7 U

Vypocty a zdver
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ENZYMY I

STANOVENIE MICHAELISA-MENTENOVEJ KONSTANTY
LAKTATDEHYDROGENAZY

Meno, Studijna sk.: Déatum:

Princip

Laktdtdehydrogendza (LDH) katalyzuje reakciu

NADT

(o] o O (o}
\CI/ Nkt Y c/
M F 5 ]
HO—C—H —— C=0
I LDH I
CH3 CH3
laktat pyruvat

Pri rdznych koncentraciach substratu (laktatu) uvedend reakcia prebieha r6znou rychlostou,
ktord je iumerna mnozstvu vytvoreného produktu (pyruvatu). Pyruvat reaguje v alkalickom
prostredi s Cinidlom 2,4-dinitrofenylhydrazinom (DNFH) za vzniku hnedooranzového 2.4-
dinitrofenylhydrazénu pyruvatu, ktory je vhodny na spektrofotometrické stanovenie.

NO, . NO;

COO- CcOO

I H0_ b—p

C=0 + HyN—NH NO, —=— (IJ N—NH NO;
|

NH; CHs

Reagencie a pomécky

— komer¢na stprava na stanovenie LDH

- roztok laktitu (c =3 mmol.I'") v timivom roztoku TRIS-HCI

— tlmivy roztok TRIS-HCI (¢ =0,05 mol.l -1 pH 8.,5), nariedenie laktitu, na porovndvaci roztok

— roztok 2,4-dinitrofenylhydrazinu (DNFH) (w = 0,02%): 200 mg DNFH sa rozpusti v 100 ml
HCI (c = 1 mol.l 1), zohreje sa do rozpustenia a po ochladeni sa doplni destilovanou vodou
do 1000 ml

— roztok NaOH (¢ =0,1 mol.l 1)

— spektrofotometer, vodny kupel

Pracovny postup

Podl’a riediacej tabul’ky pripravime r6zne pracovné koncentracie substratu (laktatu)

skumavka 1 2 3 4
Standard laktatu (ml) 2,0 1,5 1,0 0,5
tlmivy roztok (ml) - 0,5 1,0 1,5
Koncentrdcia laktdtu (mmol.l”') 3,0 2,2 1,5 0,75

Z takto pripravenych pracovnych roztokov substratu (laktdtu) d’alej pipetujeme podla
nasledujicej schémy
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skimavka 1 2 3 4 blank
laktat (ml) 0,4 0,4 0,4 0,4

(rozne koncentrdcie -
pracovnych roztokov) (3mM) | (2,2mM) | (1,5 mM) | (0,75 mM)

tlmivy roztok, pH=8,5 (ml) - - - - 0,4
LDH

(priddvat’ v 30 sek intervaloch) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Vysledl:la l‘concer‘ztracza [S 1] 2.0 15 10 0.5 0

v reakcnej zmesi (mmol.l")

inkubovat’ 5 min pri izbovej teplote

DNFH 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

premiesat’ a nechat’ stat’ 10 min pri izbovej teplote
NaOH 5 5 5 5 5

premieSat’ a nechat’ stdt’ 5 min pri izbovej teplote
zmerat’ Asos proti blanku

Asos -

Hodnotenie

Hodnoty absorbancie su umerné mnoZstvu vytvoreného produktu (pyruvitu) v enzymovej
reakcii, preto sa rychlost’ reakcie moze vynasat’ do grafu priamo v hodnotich absorbancie.
Vysledky zaznamendame do tabulky. Z hodnét v tabulke zostrojime na milimetrovy papier
graficki zavislost' podl'a Michaelis-Mentenovej a Lineweaver-Biirkovej rovnice. Z oboch
grafov od¢itame Ky, pre LDH a porovndme.

skumavka 1 2 3 4
vyslednd  koncentricia [S] 20 15 1.0 0.5
v reakénej zmesi (mmol.l™") ’ ’ i ’
rychlost’ reakcie ,,v“ (Asos)

1/[8] 0,5 0,67 1,0 2,0

1/V (= 1/As0s)

Vypocet

- 1/Km= ,hodnota z grafu* = Km=? (mmoll!)

Zaver
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ENZYMY II

SLEDOVANIE VPLYVU AKTIVATOROV A INHIBITOROV
NA AKTIVITU ENZYMU. )
STANOVENIE AKTIVITY ARGINAZY V HOMOGENATE PECENE.

Meno, Studijna sk.: Détum:

Princip

Argindza I katalyzuje posledny krok cyklu mocoviny (urey), v ktorom je arginin hydrolyticky
Stiepeny za vzniku ornitinu a mocoviny:

CHaNH;
rilH1 ]
C=NH| ?HZ
[
(IJHE—NH ?Hﬁ
. . H—C —NH,
(|:H2 argindza 1 -
(Isz COOH
H=C—NH, H,0 ornitin
] NH,
COOH /
Urea C=0
arginin v
NH, .

v

maoc
Mierou aktivity argindzy je mnoZstvo vytvorenej mocoviny. Koncentrdciu mocoviny
stanovime reakciou s diacetylmonoximom v silne kyslom prostredi za pritomnosti
tiosemikarbazidu a Zelezitych i6nov, pri ktorej vznikd cCerveny komplex vhodny na
spektrofotometrické stanovenie.
Cyklus tvorby mocoviny predstavuje sled biochemickych reakcii, pri ktorych dochadza
k odstraiiovaniu toxického amoniaku uvolneného pri degradécii bielkovin. Argindza I je
homotrimericky protein lokalizovany v cytoplazme hepatocytov, kde kazd4 podjednotka
obsahuje aktivne miesto a dva iény Mn?*. Aktivitormi enzymu si Mn?*, Mg?*, Ca®*, Ni**
a Co’*. V ich nepritomnosti sa aktivita enzymu zniZuje. Medzi kompetitivne inhibitory patri L-
ornitin a L-lyzin, ktoré sutazia s argininom o vidzbu v aktivhom mieste enzymu. Vysoka
koncentracia substritu potlaca inhibi¢ny ucinok kompetitivneho inhibitora. Nekompetitivnymi
inhibitormi argindzy si monoaminokyseliny.

Reagencie a pomocky

- suprava BIO-LA-TEST na stanovenie mocoviny

- tlmivy roztok TRIS-HCI (c = 0,05 mol.I'}, pH 9,7)

- aktivator MnCl; v tlmivom roztoku pH 9,7 (¢ = 0,1 mol.I'h)

- inhibitor L-lyzin vo vode (w = 1%)

- homogendit hovidzej pecene ako zdroj argindzy (w =35 %)

- L-arginin v TRIS-HCI timivom roztoku (c = 0,05 mol.l", pH 9,7)

- $tandardny roztok mocoviny (c = 8,3 mmol.I'")

- zriedeny roztok H>SO4: do 100 ml odmernej banky sa dd 60 ml destilovanej vody a 10 ml
koncentrovanej kyseliny sirovej, po ochladeni sa doplni destilovanou vodou po znacku

- zéasobny roztok ¢inidla sa pripravi rozpustenim 1 tablety zo sipravy v 50 ml destilovane;j
vody (pri izbovej teplote je roztok stabilny niekol'ko tyZdnov), pracovny roztok ¢inidla: 1 ml
zasobného roztoku ¢inidla a 1 ml zriedenej kyseliny sirovej (pripravuje sa ¢erstvy roztok)
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- roztok kyseliny trichléroctovej (TCA) (w =5 %)
- vodny kupel, vari¢, centrifiga, spektrofotometer

Pracovny postup
skiumavka 1 2 3 4 blank
tlmivy roztok pH 9,7 (ml) 1,0 1,4 0,4 1,6 1,6
homogenét pecene (zdroj argindzy) (ml) 0,2 0,2 0,2 - 0,2
aktivator (roztok MnCly) (ml) 04 - 0,2 - -
inhibitor (L-lyzin) (ml) - - 0,8 - -
substrat (L-arginin) (ml) 0,2 0,2 0,2 - -
Standardny roztok mocoviny (8,3 mmol.I"") (ml) - - - 0,2 -
inkubovat’ 5 mint pri izbovej teplote
TCA (ml) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
centrifugovat’ 5 mintt pri 3000 ot/min
supernatant (ml) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
pracovny roztok ¢inidla (ml) 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
zmes zohriat’ 5 min vo vriacom vodnom kupeli, ochladit’ v studenej vode
a do 15 min zmerat’ As»s proti blanku
Asas
Hodnotenie

Namerané absorbancie a vypocitané vysledky zazna¢ime do tabul’ky

1 2 3
Skamavka E + MnCl2 E - MnCl: E+1

Asos

¢ (mmol.I'") mogoviny
v homogenate/5 min

aktivita argindzy (mkat/l)

Specifickd aktivita argindzy
(mkat/g tkaniva)

Aktivita (%) 100
Inhibicia (%) 0

Aktivita enzymu je definovana ako aktivita, ktord premeni / mol substrdtu za sekundu. Pretoze
argindza premeni 1 mol argininu na 1 mol mocoviny (vid’ rovnicu reakcie), jej aktivitu mézeme
vypocitat’ z mnozstva vzniknutého produktu — mocoviny. Koncentraciu mocoviny vypocitame
z nameranych absorbancii a znamej koncentracie Standardného roztoku podl'a vzorca
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_ sz -1 .
Cyy = A X Cgx [mmol. 1" homogenatu]
Ziskana koncentricia zodpovedd koncentricii premeneného substratu - argininu (mmol.]!
homogenatu). MnoZstvo premeneného argininu (mmol.I'") za 5 miniit sa prepo¢ita na mnoZstvo
argininu premeneného za 1 sekundu. Prepo¢tom sa ziska aktivita enzymu (mkat/l). Z aktivity
argindzy v 5 % homogendte peCene vypocitame aktivitu 1 g tkaniva (mkat/g tkaniva).

Vplyv aktivdtora a inhibitora na aktivitu argindzy sa posudi na zdklade vypoctu aktivity
ainhibicie enzymu. Za 100 % aktivitu enzymu sa povazuje hodnota aktivity enzymu
s aktivatorom a bez inhibitora (skimavka ¢.1). Aktivitu (A%) mdzeme vypocitat’ priamo
z absorbancii, pretoZe tieto si uUmerné mnoZstvu premeneného substratu. Inhibiciu (%)
vypocitame podl'a vztahu

I(%)=100-A (%)

Vypocet a zdver



