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Pravidla bezpecnosti prace v laboratori

.V laboratofi se pracuje v pfedepsaném pracovnim ochranném odévu: bily laboratorni
plast’ by mél byt cely zapnuty. Dlouhé vlasy je nutno mit sepnuté. V piipad¢ potieby se
doporucuje pouzivat dalsi ochranné pomiicky: gumové rukavice, bryle, ochranny §tit nebo
rousku.

. Pfi praci s biologickym materidlem (krev, sérum, plazma, moc) je nutno vzidy pouZivat
gumové rukavice.

. V laboratofi je zakazano jist, pit, koufFit. Pfed odchodem z laboratofe je nutno vzdy si
umyt ruce mydlem.

. Pfi praci musi byt zachovén klid a udrzovana maximalni Cistota. Pracuje se s maximalni
pozornosti a rozmyslem.

.Kazda kadinka, zkumavka, ldhev na pracovnim stole musi byt itelné a srozumitelné
popséna (obsah - signatura).

. S pevnymi chemikaliemi se nikdy nemanipuluje rukou, neodsypavaji se do dlané¢ apod.
Pouziva se cCistych laboratornich 1Zicek nebo Spachtli. V ptipad€ zneciSténi chemickou
latkou se ruce ihned oplachnou a umyji mydlem a vodou.

. Malé zatky se pii praci piidrzuji v ruce a neodkladaji se na pracovni stil. Zatky vétSich
lahvi je nutno polozit tak, aby obsah lahve na nich ulpély nekontaminoval pracovni
plochu. Lahve a jiné obaly je po odebrani potiebného mnozstvi chemikélie tfeba ihned
uzavrit.

. Reagen¢ni roztoky se odlévaji z reagencnich lahvi na stran€ odvracené od signatury tak,
aby se neposkodil Stitek na lahvi. Necitelny napis a s tim spojena piipadnd zdména mize
mit nebezpecné nasledky.

. Pipetovani jedovatych, leptavych, drazdivych a potencialné infek¢nich (biologickych)
kapalin je nutno provadét bezpecnostnimi pipetami nebo pomoci balonku. Nikdy ne pfimo
usty!

Pti manipulacich s latkami ve zkumavkach a jinych nadobach musi Usti nddoby vzdy
sméfovat od vlastni osoby 1 od jinych pracovniki.

Tekutiny ve zkumavce pii zahfivani na otevieném ohni se zahtivaji opatrné¢ a pomalu od
hladiny ke dnu. Zkumavkou se pfitom pohybuje, aby se obsah rovnomérné prohfival a
nedosSlo k ndhlému varu a vysttiknuti vrouci kapaliny.

Pachy latek se nezjiStuji pfimym pfi¢ichavanim; vypary se pfivanou mavnutim dlané.
Chemikalie se nikdy nesmi ochutnavat!

Koncentrované kyseliny, zvlast¢ kyselina sirovd, se fedi vlévanim Kkyseliny do vody.

Kyselina se pfilévd tenkym proudem, po Castech a za stadlého promichavani roztoku
sklenénou ty¢inkou. Obraceny postup, tj. pfilévani vody do kyseliny je nepFipustny.

Pti rozpousténi pevného hydroxidu sodného nebo draselného se sype hydroxid po malych
Castech za stdlého michani do vody; vzdy se vyckd, az je ptredchozi podil rozpusten.
Pokud se roztok vice ohiiva, ochladi se nadoba vodou ve vét$i nadobe.

Rozlité koncentrované kyseliny se nejprve fedi opatrn€ vodou a pak neutralizuji zfedénym
roztokem sody nebo alkalického hydroxidu. Rozlit¢ roztoky louhii se fedi vodou.
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Kontaminované plochy se pak omyji vodou. Tyto operace se provadéji v ochrannych
rukavicich. Drobné kapky kyselin, louhi a jinych nebezpecnych latek se nasaji do
filtra¢niho papiru a potiisnéné misto se pak omyje vodou.

Roztoky chemikalii se vylévaji do odpadu jen za soucasné¢ho fedéni nadbytkem vody
z vodovodu.

Je tieba se vyhnout vdechnuti i minimalnich kvant chemickych latek. Nékteré latky, napf.
kyanovodik, sirovodik, chlor, fosgen aj. mohou usmrtit uz po jediném nadechnuti. Jiné,
napf. rtut, benzen, tetrachlormethan a 2-naftylamin, mohou zpisobit t€zka poskozeni
zdravi az po delSi dobé. Pro moznost infekce je tieba dbat uzkostlivé Cistoty pii préci
s biologickym materialem.

S latkami  draZzdivymi, pachnoucimi a jedovatymi, napi. schlorem, fosgenem,
chloroformem, tetrachlormethanem, sirouhlikem aj., a s latkami snadno vznétlivymi, napf.
s petroletherem, diethyletherem, benzinem, sirouhlikem, benzenem, acetonem aj. se musi
pracovat v dobfe odsavané a zapojené digestoii. Pti praci s hoflavinami se dba na to, aby
nemohlo dojit ke vzniceni par od oteviené¢ho ohné, tj. zejména od blizkych kahand, ale i
elektrickych spotfebict. V jedné digestofi nelze napt. pracovat s hotflavym rozpoustédlem
a zahiivat cokoli plynovym kahanem. Nebezpecnym zdrojem par mohou byt i
chromatografické vany. Nebezpecnou véci je postiik chromatogramt, kdy vznikd jemny
aerosol ¢inidla; detekci lze provadét jen v dobfe odséavané digestofi nebo odsavaném
boxu. Také zihani, spalovani a mineralizace latek se provadéji v digestori.

Pti rozliti velkého mnozstvi hoflavin se ihned zhasnou vSechny hotédky a vypnou
elektrické spotfebice v mistnosti, intenzivné se vyvétra a nezapinaji se zddné elektrické
spotiebice, ani svétlo. Nejvyssi piipustné mnozstvi hoflavin v laboratofi je stanoveno
ptedpisy. Je tfeba mit na paméti, Ze hoti vSechny organické latky, které obsahuji méné nez
70 % halogenu.

Pfi nasazovani hadicek na sklenéné trubice a zasunovani sklenénych trubicek, kohoutli a
teploméra do zatek se postupuje opatrné a bez nasili, nejlépe v ochrannych rukavicich
nebo rukou chranénou ¢istou utérkou; sklo se drzi u otvoru, do né¢hoZ se vsunuje. Vsunuti
sklenénych predméti do otvorli v pryzi se usnadni jejich potienim glycerolem.

Chemické sklo a sklenéné soucasti chemickych aparatur je tfeba pied praci prohlédnout;
inepatrnd prasklina mtize mit velmi vazné nasledky. Poskozené sklo je tfeba ihned
vyfadit, dat do opravy nebo uloZit do zvlaStni nddoby na sklenény odpad. Poskozené sklo
nesmi pfijit do umyvarny s ostatnim sklem. Stfepy skla i drobné stfipky na stolech je
nutno opatrné a peclivé odstranit.

Pti zahtivani, napt. destilaci kapalin s teplotou varu pod 100° C, se uzivaji elektricky
vyhiivané vodni 14zné, elektricky vyhiivana topnéd hnizda a infrazéatice. Pokud k ohfevu
slouzi zahtivané olejové lazné, nesmi do oleje vniknout voda.

Utajenému varu, napi. pfi destilaci, lze zabranit varnymi kaménky nebo sklenénymi
kulickami, vloZenymi do nadoby pted zacatkem zahtivani. Pfi podezieni na utajeny var se
vypne zdroj tepla a kapalina se nechd bez otiesti zchladnout.

Tenkosténné nadoby s plochym dnem nesméji byt vakuovany, hrozi exploze. Pro
vakuovou destilaci se pouzivaji vyluéné silnosténné baiiky s kulatym nebo oblym dnem.



25. Ramena odstfedivek musi byt stejnomérné zatiZena. Odstfedivky musi byt béhem
centrifugace uzavieny, viko nesmi byt otevieno, dokud pfistroj neni opét v klidu. VéEtsina
centrifug je chranéna proti pfedcasnému otevieni pojistkou.



Prvni pomoc v laboratori

1. Vnikne-li chemickd latka do ust, je tieba zamezit jejimu spolknuti; vyplivne se a usta
vyplachuji vodou. Pii poziti jedovaté latky nebo roztoku se usta opakované vyplachnou
vodou, po vypiti asi pul litru tekutiny se vyvold zvraceni (drazdéni hrdla prstem) a
vyhleda se Iékatska pomoc.

2. Pii poleptani kiize kyselinami a louhy se postizené misto ihned dostate¢né oplachne
proudem studené¢ vody. Pti vétSim potiisnéni se pak vyhledd Iékaiska pomoc. Zvlast
nebezpecna poleptani zpusobuji kyselina fluorovodikova, kyselina dusi¢na, kyselina
sirova, alkalické hydroxidy, peroxid vodiku a fenol.

3. Zasazené oko se ihned vyplachne proudem studené vody, piiloZzi se sterilni obvaz a ihned
se vyhleda 1¢kaiska pomoc.

4. Pfi popaleni ohném nebo horkymi pfedméty je tieba postizend mista ihned ochladit
ledovou vodou nebo ptikladanim igelitovych sackd s vodou a ledem (ne samotny led).
Casti odévu stmelené s popaleninami se zasadné neodstrafiuji. P¥i opafeni je nutno co
nejrychleji stdhnout nasakly odév, popalené plochy se kryji jen sterilnim obvazem (zadné
masti nebo zasypy). Pfi tézSich popalenindch nebo popaleni vétSiho rozsahu je tfeba
vyhledat I¢katskou pomoc.

5. Pfi urazu elektrickym proudem, je-li postizeny pod napétim, je nutno nejprve pierusit
ptivod proudu nebo postizeného vyprostit tak, ze je zachrance dostatecné izolovan od
zem¢ suchou dievénou, gumovou nebo sklenénou podlozkou. Zabezpeci se dychani,
srde¢ni ¢innost a ptivola se 1ékafska pomoc.

6. Pfi vzniku feznych ran, napt. laboratornim sklem, se krvacejici rana omyje proudem vody,
pripadné desinfikuje. K dezinfekci mensich ran je mozno pouzit Ajatin, Famosept,
Septonex nebo roztok manganistanu draselného. Réna se pielepi rychloobvazem nebo
ovaze. Jsou-li vrané cizi télesa, napt. stfepiny skla, musi je vyjmout lékat. Pii
rozséahlej$im krvaceni se pfilozi kompresni obvaz a vyhleda lékatské oSetteni.

7. Pred zahajenim praktik jsou studenti povinni se seznamit s teorii pouzivané laboratorni
metody a s postupem prace dané¢ho experimentu. Pred zacatkem kazdé tlohy je tieba se
pfedem zamyslet nad moZnymi pracovnimi riziky.

PRI JAKEKOLI POCHYBNOSTI NEBO PODEZRENI NA RIZIKO
NEBEZPECI SE NIKDY NEROZPAKUJTE DOTAZAT ASISTENTA.



Pomiicky na praktika
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7. Kalkulacka

8.
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Rukavice nesterilni

10. Protokoly



PRACE S AUTOMATICKYMI PIPETAMI A SPEKTROFOTOMETREM

Prace s automatickymi pipetami

Klicova slova: prevod — mililitry, mikrolitry, latkova koncentrace, komplexni slouceniny,
spektrofotometrie, transmitance, absorbance, molarni absorpcéni koeficient, méfeny vzorek,
standardni vzorek, slepy vzorek.

BN

[98)

Reagencie:
roztok thiokyanatanu draselného 1 mol/l
roztok chloridu Zelezitého 400 pmol/l
standardni roztok chloridu Zelezitého 200 pmol/l

. roztok kyseliny sirové 1 mol/l !ZIRAVINA!

Pokyny pro praci s automatickymi pipetami:

Pted pipetovanim nasad’te na pipetu Spicku, jejiz barva obvykle odpovida barve tlacitka

pistu.

PIPETU DRZTE VZDY SPICKOU DOLU!!!

Pfi pipetovani stlacte pist k prvni zaraZce, ponoite pipetu do roztoku a pomalym

uvoliiovanim stla¢eného pistu nasajte kapalinu (pozor na vzduchové bubliny).

Pomalym stlacenim pistu k druhé zarazce vypust'te obsah Spicky (Spicka nesmi byt

ponofena do kapaliny) do zkumavky. Spicka se pfi tom dotyka stény zkumavky.

Pro pipetovani nového roztoku pouzijte vzdy novou Spicku.

Pipety odkladejte svisle do stojanku a nepokladejte je na pracovni desku stolu.
Nastaveni zvoleného objemu:

Podle poZzadovaného objemu roztoku zvolte pipetu s vhodnym rozsahem uvedenym na

barevném tlacitku pistu pipety!

Pozadovany objem nastavte na stupnici pipety ota¢enim Sroubu.



Priklady:

rozsah pipety 200/1000 (idaj na barevném pistu):
nejmensi objem 200 pl
nejveétsi objem 1 000 pl

1 0 0
1000 pl 6 660 ul 2 200 ul
0 6 0
rozsah pipety 20/200 (idaj na barevném pistu):
nejmensi objem 20 pl
nejvetsi objem 200 pl
2 1 0
0 200 pl 6 160 pl 2 20 ul
0 0 0
rozsah pipety 2/20 (idaj na barevném pistu):
nejmensi objem 2 pl
nejvetsi objem 20 pl
2 1 0
0 20 ul 6 16 ul 2 2 ul
0 0 0
Spektrofotometrie:

Zavislost absorbance roztoku na koncentraci rozpusténé latky podle Lambertova-
Beerova zdkona umoZiluje stanovit nezndmou koncentraci latky z naméfené hodnoty
absorbance ptislusného roztoku:

A=-log T=¢c'l

A = absorbance pfi zvolené vinové délce

T = transmitance pii zvolené vinové délce

€ = molarni absorb¢ni koeficient pfi zvolené vinové délce
¢ = latkové koncentrace méteného roztoku (mol/l)

1 = tlouStka métené vrstvy = 1 cm



Hodnotu koncentrace Ize ziskat témito zptiisoby:

vypocétem z Lambertova-Beerova zakona, zndme-li molarni absorb¢ni koeficient
odectenim z kalibra¢niho grafu

vypoctem pomoci kalibra¢niho faktoru

zmeéiFenim absorbance standardniho roztoku o znamé Kkoncentraci, absorbance
roztoku vzorku a naslednym vypocétem ze vztahu:

Ast/ sz = cst/ Cvz

A = absorbance standardu

A,, = absorbance vzorku

Cst = latkova koncentrace standardu
Cyz = latkova koncentrace vzorku



Stanoveni koncentrace roztoku chloridu zelezitého

Pfi spektrofotometrickém stanoveni koncentrace Fe'™ se vyuziva intenzivné &ervend
zbarveného komplexu [Fe(SCN)]*", ktery vznika reakci Fe’* s thiokyanatanovymi anionty v
kyselém prostiedi (viz. Vlastnosti a reakce biologicky a toxikologicky vyznamnych prvki,

(Gloha 1.3.).

SloZeni zadanych vzorkii:

vzorek A B C D slepy
vzorek
Fe’" 400 pmol/I (pl) 250 750 200 800 -
destilovana voda (ul) 750 250 800 200 1000

Pracovni postup:

Kazdy student ptipravuje jeden ze vzorkli A — D podle zadéni.

Ptipravte a oCislujte sedm zkumavek.

Do zkumavek 1 — 3 pfipravte vzdy 1 ml zadaného vzorku. Timto zpisobem pfiipravite
ti1 identické vzorky (triplet).

Do zkumavek 4 — 6 napipetujte vzdy 1000 pl standardniho roztoku chloridu zelezitého
200 pmol/l .

Do sedmé zkumavky ptipravte slepy vzorek (1000 pl destilované vody).

Do vSech sedmi zkumavek odméite davkovadem 0,5 ml roztoku kyseliny sirové
(1 mol/l), protiepejte a ptidejte 0,5 ml roztoku thiokyanatanu draselného (celkovy
objem v kazdé zkumavce bude 2 ml). Obsah zkumavek dobie promichejte.

Po 10 min zméite absorbanci vzorku (Ay,) 1 standardu (Ag) pfi 530 nm proti slepému
vzorku.

Nameétené hodnoty zaznamenejte do tabulky 1. a 2.



Tabulka 1.

vzorek: absorbance prumér

standard

vzorek

— Z prumérné hodnoty absorbance vzorku a z primérné hodnoty absorbance standardu
vypotitejte koncentraci Fe** (exp.).

— Ze zadaného slozeni vzorku (A-D) spocitejte teoretickou koncentraci a porovnejte obé
hodnoty.

— VSechny udaje zapiste do tabulky 2.

Tabulka 2.
cFe* cFe**
vzorek Fe** (u) | voda (ul) |primér Ay |primér A,,| (nmol/l) (nmol/l)
teoret. exp.

Poznamky:



pH, PUFRY

Klicova slova: pH silnych a slabych kyselin a zédsad, Hendersonova - Hasselbalchova
rovnice, pH pufru, funkce pufru, koncentrace pufru.

Reagencie:
roztok kyseliny octové 1 mol/l
roztok kyseliny chlorovodikové 0,1 mol/l
roztok hydroxidu sodného 1 mol/l
roztok hydroxidu sodného 0,1 mol/l
vodny roztok HCI o neznamé koncentraci
vodny roztok NaOH o neznamé koncentraci

S



1. Méieni pH roztoki silné kyseliny a silné zasady

Pracovni postup

Do oznaenych nadobek pfipravte fedénim s destilovanou vodou pét razné
koncentrovanych vodnych roztoktit HCI a pét riizn¢ koncentrovanych roztokit NaOH. Roztoky
HCI1 a NaOH natedte pipetovanim dle Tabulek 1 a 2 (!pfed prenesenim 1ml do dalsi
kadinky roztok vidy dukladné promichejte!), zapiste jejich koncentraci (v mol/l), zméite
jejich pH, a hodnoty pH zapiste do piislusné Tabulky.

Poté zméite hodnoty pH roztoki o nezndmé latkové koncentraci HCl a NaOH.
Namétené hodnoty pH zapiste do Tabulky 3 a soucasné urcete koncentraci HCl a NaOH
v t&chto roztocich dle nasledujicich vztahti: [HCI] (mol/l) = 10 ", [NaOH] (mol/l) = 10 ™™,
kde pOH =14 - pH

Tabulka 1

Kadinka ¢. — la 2a 3a 4a Sa

0,1 mol/1 HC1 10 ml —- — — -

Destilovanavoda

9ml

9 ml

9 ml

Ptenos objemu
dovedlejsi kadinky

1l ml >

1l ml >

1 ml >

1 ml >

Vysledna
koncentraceHCl
(mol/L)

0,1

0,01

0,001

0,0001

0,00001

Zmétené pH

Tabulka 2

Kadinka ¢. —

1b

2b

3b

4b

0,1 mol/l NaOH

10 ml

Destilovanavoda

9 ml

9 ml

9 ml

Ptenos objemu
dovedlejsi kadinky

1 ml >

1 ml >

1 ml >

1ml —>

Vysledna
koncentraceNaOH
(mol/l)

0,1

0,01

0,001

0,0001

0,00001

Zmétené pH

Tabulka 3: Roztoky o neznamé koncentraci

Namétené pH

¢ [mol/I]

HCI

NaOH




2. Zavislost pH acetatového pufru na poméru liatkové koncentrace

acetatu a kyseliny octové

Acetatovy pufr je tvofen slabou kyselinou octovou (pKa = 4,75) a jeji silnou
konjugovanou bazi, tj. acetditovym aniontem. Podle Hendersonovy-Hasselbalchovy rovnice je
pH pufru zavislé na poméru latkovych koncentraci obou slozek konjugovaného paru.
Ptislusné hodnoty poméru [A7)/[HA] ziskate riznym piidavkem roztoku hydroxidu sodné¢ho

k roztoku kyseliny octové.

Pracovni postup:

— Do kédinek napipetujte roztoky kyseliny octové 1 mol/l, hydroxidu sodné¢ho 1 mol/l a

destilovanou vodu podle tabulky 4.

Tabulka 4.
kadinka 1 2 3
[AT]/[HA] 1:3 1:1 3:1
CH;COOH 1 mol/l (ml) 10 10 10
NaOH 1 mol/l (ml) 2,5 5 7,5
destilovana voda (ml) 7,5 5 2,5
ZACHOVAT

pH namétené

pH vypoctene

[pufr] (mol/l)

— Roztoky zamichejte sklenénou ty¢inkou.
— pH-metrem zméite pH ptipravenych pufri.
— Nameétené hodnoty porovnejte s vypoc¢itanymi hodnotami pH.

— Vypoditejte latkovou koncentraci ptipravenych pufrt.
— Vysledky zapiste do tabulky 3.

!POZOR! Pufr pripraveny v kadince 2 (pomér sloZzek 1:1) budete pouzivat v dalSich

ulohach.

Poznamky:




3. Zména pH acetatového pufru po pridani kyseliny

Pti pfidani malého mnozstvi silné kyseliny se pH pufru zméni jenom madlo, diky rezerve,
kterou v acetatovém pufru pfedstavuji acetatové anionty.

Pracovni postup:

Do kadinek napipetujte pripraveny acetatovy pufr (pomér slozek 1:1), destilovanou
vodu a piidejte roztok kyseliny chlorovodikové 0,1 mol/l podle tabulky 5.

Roztoky zamichejte sklenénou ty¢inkou a zméite pH.

Porovnejte namétenou hodnotu pH s hodnotou vypocitanou.

Zjistéte, o kolik jednotek se zménilo pH po ptidani kyseliny k acetaitovému pufru a k
destilované vode¢.

Vysledky zapiste do tabulky 5.

Tabulka S.

kadinka 1 2
acetatovy pufr (ml) 5 —
destilovana voda (ml) - 5
HCI 0,1 mol/l (ml) 5

pH naméiené (,,pted ptidanim HCI)

pH namétené (,,po ptidani HCI®)

zména pH (na zakladé namétenych hodnot)

pH vypocitané (,,pted ptidanim HCI®)

pH vypocitané (,,po piidani HCI)

zména pH (na zaklad€ vypocitanych hodnot).

Poznamky:



VLASTNOSTI A REAKCE BIOLOGICKY A TOXIKOLOGICKY
VYZNAMNYCH PRVKU A JEJICH SLOUCENIN

Klicova slova: rozpustnost soli ve vod¢, disociace, srdzeci reakce, soucin rozpustnosti,
iontovy zapis, iontova rovnice, komplexni slouceniny, toxicita prvkl a jejich sloucenin.

Reagencie:
1. zfedénd kyselina chlorovodikova 1:1

nasyceny vodny roztok sulfidu amonného
roztok uhli¢itanu amonného 1 mol/l
zfedéna kyselina sirova 1:1
koncentrovany vodny roztok amoniaku
roztok hydroxidu sodného 2 mol/l !ZIRAVINA!
roztok chromanu draselného 0,25 mol/l
roztok chloridu amonného 1 mol/l
roztok ferrikyanidu draselného 0,01 mol/l
. roztok thiokyanatanu draselného 0,3 mol/l
. roztok hydrogenfosfore¢nanu sodného 0,3 mol/l
. roztoky vzorkli obsahujici zkoumané ionty

WX kWD

—_ —
— O

—_—
w N

. roztoky vzorkli nezndmych sloucenin
. roztok chloridu sodného Imol/l
. roztok sodné soli EDTA

—_—
[ N

Ziakladni pravidla pro rozpustnost soli ve vodé:

Rozpustné soli:

a) obsahuji anionty NO; , CI" (mimo Ag’, Pb’*, Hg?", Bi’"), SO*" (mimo kovil
alkalickych zemin napf. Ca*", Ba*" a dale Pb*").

b) obsahuji kationty Na*, K, NH | .

Nerozpustné soli:
obsahuji anionty S*~, CO > HPO> aPO’ (mimoNa',K',NH).
Slouceniny obsahujici hydrogenanionty jsou rozpustné;jsi.

Soli slabych kyselin jsou rozpustné v roztocich silnéjSich kyselin, uvolni se plivodni slaba
kyselina.

Soli slabych bazi jsou rozpustné v roztocich silngjSich bazi, uvolni se plivodni slabé baze.



Anorganické latky pfi rozpousténi ve vode€ zpravidla disociuji na kationty a anionty.
Tyto ionty obalené molekulami vody (solvatacni obal) vystupuji v roztoku jako nezavislé
castice, tj. bez ohledu na ptivodni rozpousténou latku. Pokud je néasledné do roztoku piridana
sloucenina, ktera disociuje na ionty tvofici s nékterym z pfitomnych iontl nerozpustnou
slouCeninu, dojde pri prekroceni soudinu rozpustnosti ke vzniku sraZeniny. Na tomto
principu jsou zalozeny sraZeci reakce, které mohou byt pouzity pro kvalitativni analyzu
roztokd (orientaéni prukaz nékterych iontll) a pro poznéni vlastnosti biologicky a
toxikologicky vyznamnych prvka a jejich sloucenin. Kationty a anionty jsou pro ucely této
kvalitativni analyzy rozdéleny do skupin podle reakce s vhodné zvolenou latkou (tzv.
skupinovym c¢inidlem). Toto Cinidlo tvoifi sraZeniny vzdy jen s ionty pfislusné skupiny.
Jednotlivé kationty a anionty ve skupindch se pak dokazuji specidlnimi reakcemi, které
vedou ke vzniku charakteristické srazeniny, ke zméné =zbarveni nebo uvolnéni
charakteristického plynu.

Z medicinského hlediska je rozpustnost anorganickych latek ve vodném prostiedi
zésadni pro jejich biologické ¢i toxické plisobeni na organismus. Obecné plati, ze anorganické
latky nerozpustné ve vodé (a v ptfipadé perordlniho poziti nerozpustné v kyseliné
chlorovodikové) jsou pro organismus omezen¢ toxické. Tento fakt umoziiuje napt. vyuziti ve
vodé nerozpustného BaSO, jako rentgenkontrastni latky, pfestoZe barnaté kationty jsou silné
toxické. Naopak u chloridi rtuti rozdil v rozpustnosti vysvétluje vyrazné vyssi toxicitu
sublimatu (HgCl,) ve srovnédni s kalomelem (Hg,Cl,). Omezend rozpustnost nékterych
vapenatych soli se podili na vzniku napt. mocovych a zlucovych konkrement.



ULOHA 1.

Rozpustnost anorganickych latek, srazeci reakce vybranych kationti

POZOR! Pro jednotlivé reakce pouzivejte maximalné 0,5 ml roztoku vzorkii i Cinidel.
Protoze jde pouze o kvalitativni reakce, neni tfeba objemy roztokii odméfovat!

K uvedenym reakcim pouzijte pfipravené roztoky, které obsahuji pfislusny kation. Ke
kazdé reakci pouzijte novy roztok vzorku. VSechny reakce zapiSte iontovym zapisem!

Soli obsahujici chloridovy aniont jsou ve vodé dobie rozpustné

Vyjimkou jsou chloridy obsahujici kationty Ag", Hg®*, Pb**, jejichZ soutiny
rozpustnosti (K;) jsou extrémné nizké:

K: AgCl =1810"  PbCl, =1,7.10°  Hg,Cl,=1,3.10"
Proved’te a iontovym zapisem zapiSte reakce vybranych kationtii s HCI

1. Ag" bila srazenina rozpustna v NH; (vzniklou srazeninu uchovejte pro ulohu 2)

2+ 1717 v .
2. Hg," bilé srazenina

+ 1z v .
3. Pb*" bil4 sraZenina

Na nerozpustnosti halogenidi stfibra je zaloZena argentometrie (kvantitativni
analyticka metoda slouzici ke stanoveni koncentrace napt. chloridovych anionti),
stiibrné halogenidy byly zadkladni sloZkou fotografickych filma. Stfibrné kationty
vykazuji antimikrobidlni u¢inky.

Hydroxidy a sulfidy jsou nerozpustné s vyjimkou sulfidi alkalickych kovi a kovl
alkalickych zemin a sulfidu amonného.

K,: CuS =8,5.10" FeS =3,7.107" ZnS = 6,9.107*
Cu(OH), =2-10"% Fe(OH),=4,8.10"° Fe(OH); = 3,8.107®

Proved’te a iontovym zapisem zapiSte reakce vybranych kationti s (NHy),S

2+ 1wy
4. Cu hnédocerna srazenina
+ v y v .
5. Fe? c¢erna srazenina
+ 1z v .
6. Zn® bila srazenina

Proved’te a iontovym zapisem zapiSte reakce vybranych kationti s NaOH

2+ v , v - . v . . ,

7. Cu bledémodra sraZzenina (vzniklou srazeninu uchovejte pro ulohu 2)
+ r1r v . , v v . ,

8. Fe’ bila srazenina, barvi se modrozelené a hnédne oxidaci na Fe(OH);
+ v 17s v .

9. Fe hnéda srazenina

Uhli¢itany a fosfore¢nany jsou Spatné rozpustné (s vyjimkou soli amonnych a soli
alkalickych kovi)- viz nize.



Vlastnosti soli vapniku a barya

Vépnik a baryum patii mezi kovy alkalickych zemin. Vapenaté kationty jsou
spolu s fosforecnanovymi anionty hlavni soucasti anorganické slozky kostni matrix
(hydroxyapatit Cas(PO4);(OH), hraji vyznamnou ulohu v bunécné signalizaci a fizeni
svalové kontrakce. Hemihydrat siranu vapenatého je v medicin€ pouzivan pro vyrobu
sadrovych obvazl (tuhnuti sddry probiha jako hydratace dle rovnice 2CaSOy - /2 H,O +
3H,0 — 2CaSO;, - 2H,0).

Baryum se v pfirod¢ vyskytuje pfevazné ve formé siranu a uhli¢itanu barnatého.
Ob¢ tyto slouceniny jsou ve vodé nerozpustné, BaSO, mize diky tomu byt (i navzdory
vysoké toxicité ionti Ba®") pouZivan jako rentgenkontrastni latka. Rozpustné soli barya
(napf. chloridy, dusi¢nany) jsou vysoce toxické.

. , r__ e ow +
Proved’te a iontovym zapisem zapiSte reakce Ca’

10. s Na,HPO4 bil4 srazenina (podobnym mechanismem probiha mineralizace
kostni tkang)
11. s H,SO4 bila srazenina

Proved’te a iontovym zapisem zapiSte reakce Ba®*
12. s (NH4),CO3  Dbila srazenina (uchovat pro dalsi reakce)

13. s H,SO4 pila srazenina

Proved’te, popiSte a v pripadé probihajici chemické reakce zapiSte iontovym
zapisem

Bilou sraZeninu vzniklou v reakci Ba*" s (NH4),COjs (tloha 1, reakce 12) rozd&lte na
dve casti
14.a) K jedné ¢asti pfidejte malé mnozstvi ziedéné HCl, k druhé srovnatelného mnoZstvi
H,O. Porovnejte chovani sraZeniny v obou zkumavkéch.

14.b) Ke smési vzniklé v bod¢€ 14.a) po ptidani HCI opatrné ptfidejte zfedénou H,SO4

ULOHA 2.

Zména vlastnosti latek pri vzniku komplexu

Vznik koordina¢nich (koordina¢né-komplexnich) sloucenin je ¢asto provazen
vyraznou zménou vlastnosti centrdlnich iontli, napf. zménou rozpustnosti, reaktivity a
zbarveni. Z toxikologického hlediska je duleZita schopnost nékterych latek (piedevSim
chelati) vytvaret stabilni komplexni slouceniny s ionty tézkych kovil a tim omezit jejich
toxicitu. Na tomto principu je zalozeno pouziti chelatacnich cinidel jako antidot pfi
intoxikacich.

Stabilni komplexy iontl stfibra a médi jsou uZivany jako analytickd ¢inidla (napf.
Tollensovo a Fehlingovo ¢inidlo k prikazu redukénich vlastnosti sacharidi).



Srazeninu vzniklou v tloze 1 vreakei 1. a 7. (reakci Ag" s HCI resp. Cu®”
s NaOH) rozpust’te pfidanim malého mnoZstvi (cca 2 ml) roztoku amoniaku.

1. AgCl+NH," rozpusténi sraZeniny

2. Cu(OH),+ NH," rozpusténi srazeniny (zvyraznéni modrého zbarveni)

Pojmenujte vzniklé komplexni kationty [Ag(NH;),]" a [Cu(NH3)4]2+ a zapiste
koordinaéni ¢islo centralnich atomu v téchto kationtech!

Proved’te a iontovym zapisem zapisSte reakci

3. Fe’* + KSCN vznika ¢ervené zbarveny komplexni kation [Fe(H20)5(SCN)]2+
Chelaty
4. K roztoku s Pb*" piidejte roztok NaCl bila sraZzenina

Iontovym zapisem zapiSte probihajici reakci.
Vzniklou smés rozdélte na 2 ¢asti.

5. K prvni ¢asti pfidejte roztok sodné soli EDTA, k druhé ¢asti pridejte stejné mnozstvi
destilované vody. Vysvétlete rozdil mezi zkumavkami.

Dopliiujici otazky:

1. Na ¢em je zalozeno snizeni toxicity barnatych kationtli v pfitomnosti Glauberovy soli
(Na;SOy4-10 H,0) (Glauberova stl se pouziva jako osmotické projimadlo)?

2. Pro¢ nemuze byt jako rentgenkontrastni latka pouzit ve vodé€ nerozpustny uhli¢itan
barnaty?

3. Pfidani NaCl do roztoku Pb(NOs3), bude mit za nasledek sniZeni toxicity tohoto
roztoku. Vysvétlete.

4. Jaka je latkova koncentrace Ba®" iontd v nasyceném roztoku BaSQ4?

Ks=1,1.10" mol*/dm°®



REAKCE BIOCHEMICKY VYZNAMNYCH ORGANICKYCH
SLOUCENIN

Klicova slova: hydroxyslouceniny, oxoslouceniny, alkoholy, aldehydy, ketony, adi¢ni reakce
oxoskupiny, organické kyseliny a baze, fenoly, aminy, soli, estery, amidy, komplexni
slouc¢eniny. monosacharidy, disacharidy, polysacharidy, hemiacetaly, acetaly, glykosidy,
jednoduché lipidy, slozené lipidy, mydla, tenzidy ionogenni a neionogenni, dehydratace,
hydrolyza, rozpustnost a disociace soli, emulgace, oxidace, redukce, adi¢ni reakce.

Reagencie:

1. methanol !JED!

2. ethanol

3. kyselina stavelova

4. dichroman draselny

5. koncentrovana kyselina sirova !|ZIRAVINA!

6. Schiffovo ¢Cinidlo  (roztok  fialového barviva fuchsinu  odbarveného
hydrogensifi¢itanem sodnym)

7. roztok hydroxidu sodného 2 mol/l !ZIRAVINA! fehling

8. koncentrovany roztok amoniaku

9. roztok chloridu vapenatého 0,1 mol/l

10. roztok siranu médnatého 0,02 mol/lfehling

11. kyselina vinna

12. roztok fruktosy 0,05 mol/l

13. roztok ribosy 0,05 mol/l

14. roztok kyseliny glukuronové 0,05 mol/l

15. roztok maltosy 0,03 mol/I

16. roztok sacharosy 0,02 mol/l

17. roztok Skrobu 10 g/1

18. slune¢nicovy olej

19. olivovy olej

20. kyselina olejova

21. kyselina palmitova

22. roztok hydroxidu draselného 1 mol/l v ethanolu !ZIRAVINA!

23. zfedény roztok Ajatinu 1:1

24. ztedény roztok Jaru 1:50

25. roztok manganistanu draselného 0,01 mol/l

26. 4% formaldehyd

27. kyselina $tavelova.

1. Oxidace alkoholii a aldehydi

Primarni alkoholy se oxiduji na karbonylové slouceniny — aldehydy. V praxi se této
reakce vyuzivalo napt. pfi detekci ethanolu v dechu (oranzovy dichroman draselny v prostiedi
kyseliny sirové se v pfitomnosti alkoholu redukuje na zeleny siran chromity, zatimco ethanol
se oxiduje na acetaldehyd). K prikazu aldehydi Ize dale pouzit tzv. Schiffova ¢inidla (iloha



1.). Toto ¢inidlo poskytuje reakci s aldehydy barevnou slouceninu za vzniku tzv. Schiffovy
baze (aldiminu, tloha 5.).

Aldehydova skupina je pfitomna v celém spektru biologicky vyznamnych organickych
molekul véetné sacharidi. K jejimu funkénimu prikazu se pouziva zpravidla tzv. Fehlingovy
zkousky. Vinan médnaty v alkalickém roztoku reaguje s aldehydem za vzniku pfislusné
kyseliny, oxidu méd’ného a vinanu sodného (tloha 1.2.). Fehlingovo ¢inidlo se pfipravuje
vzdy tésné€ pred pouzitim smichanim roztoka Fehling I (siran méd’naty) a Fehling II (hydroxid
sodny a vinan sodnodraselny) v poméru 1:1.

1.1. Reakce aldehydii se Schiffovym ¢inidlem

Pracovni postup:

— Reakei proved’te s methylalkoholem i ethylalkoholem.

— Do zkumavky dejte malé mnoZzstvi dichromanu draseln¢ho a velice opatrné ptidejte
plastikovym kapatkem 5 kapek koncentrované kyseliny sirové.

— Ptilijte 1 ml alkoholu a opatrné promichejte.

— Zkumavku zahtivejte ve vrouci vodni lazni.

— Na ustfizek filtraéniho papiru kdpnéte 1 kapku Schiffova ¢inidla.

— Nad ustim zkumavky pfidrzujte filtracni papir se Schiffovym c¢inidlem, které se
vznikajicim aldehydem barvi ¢ervenofialové.

— Zapiste chemickymi rovnicemi oxidaci methanolu a ethanolu:

a)
b)

Poznamky:



1.2. Priprava a redukce Fehlingova ¢inidla

Kyselina vinna, alifatickd hydroxykyselina, tvofi velmi snadno komplexy s ionty kovi.
Nerozpustny hydroxid médnaty ptejde po pifidani kyseliny vinné do roztoku, protoze
vznikajici komplexni slougenina zabrani reakci Cu* s hydroxidovymi anionty.

Komplexn¢ vazany Cu’’ se snadno redukuje na Cu®, ktery jiz komplexni ion netvofi.
Aldehydy, které se velmi snadno oxiduji, vyredukuji z tohoto roztoku nerozpustny cerveny

oxid méd’ny. Tato reakce je principem tzv. Fehlingova ¢inidla.

Pracovni postup:

— V jedné zkumavce si pripravte asi 2 ml vodného roztoku kyseliny vinné.

— Ve druhé zkumavce smichejte 0,5 ml siranu méd’natého s 0,5 ml roztoku hydroxidu
sodného. Vznikne modra sraZzenina hydroxidu médnatého.

— Potom ptikapévejte roztok kyseliny vinné, dokud se sraZzenina nerozpusti.

Pozn. Vzhledem k nestabilite vzniklého komplexu se Fehlingovo cinidlo pripravuje kratce
pred pouZitim a to smichanim roztoku Fehling I (roztok siranu médnatéeho 70g/l) a Fehling I1
(250g hydroxidu sodného a 350g vinanu sodnodraselného v 1 litru vody) v pomeéru 1:1 a
dusledné se smés protrepe.

— Pridejte 2 kapky formaldehydu a kratce zahtejte ve vrouci vodni lazni.

— 'V ptitomnosti aldehydu dojde k vyredukovani ¢erveného oxidu méd'ného.

Poznamky:



1.3. Redukéni vlastnosti vybranych sacharidi

Sacharidy, které maji ve své molekule volny hemiacetalovy hydroxyl, vykazuji redukéni
vlastnosti podobné jako glukosa. V alkalickém prostiedi tedy redukuji komplexni kation
meédnaty na kation méd’ny, ktery komplexni ion netvoii a vylouci se jako nerozpustny oxid
medny.

Pracovni postup:

— Podle postupu uvedeného v 1.2 ovéite redukeni vlastnosti fruktosy (Fru), ribosy (Rib),
kyseliny glukuronové (GIcUA), maltosy, sacharosy a skrobu.

— ProKazdou analyzu pouzijte vzdy Iml zkoumaného sacharidu a 1 ml Cerstvé
piipravené¢ho Fehlingova Cinidla

— Vysledky zapiste do tabulky 1.

Tabulka 1.

sacharid Fru Rib GlcUA maltosa sacharosa | Skrob

redukce




2. Rozpustnost organickych kyselin a jejich soli

2.1. Kyselina §tavelova

Ze soli kyseliny stavelové je vyznamny oxalat vapenaty, ktery je nerozpustny ve vode¢,

ale rozpousti se ve ziedénych silnych kyselinach. Tvorba nerozpustného oxalatu vapenatého
je pri¢inou toxicity kyseliny stavelové. Oxalat (Stavelan) vépenaty se muze vyskytovat
v mo¢i, kde tvofi snadno mocové kameny.

Pracovni postup:

Ve zkumavce rozpust'te ve vode nékolik krystald kyseliny stavelové.

Vznikly roztok zalkalizujte koncentrovanym roztokem amoniaku (pouzijte plastikovou
pipetku). Zkontrolujte indikatorovym papirem pH (a).

Pridavejte po kapkach roztok chloridu vapenatého a pozorujte vznik bilé srazeniny (b).
Srazeninu oxalatu vapenatého rozpust'te pfidanim ziedéné kyseliny chlorovodikové,
reakce probiha kolem pH =5 (c).

Vsechny tfi reakce oznacené a), b), ¢), vyjadiete formou iontového zapisu:

a)
b)

c)

Poznamky:



3. Alkalicka hydrolyza tuki - zmydelnéni tuki

Mydla jsou soli mastnych kyselin a vznikaji alkalickou hydrolyzou triacylglyceroli.
Proces se nazyva zmydelnéni.

Mydla také vznikaji z tuk v duodenu hydrolytickym pisobenim alkalické stfevni stavy
a napomahaji tak emulgaci dalSich molekul esterifikovanych lipidii bezprosttedné po vstupu
zalude¢niho obsahu.

Pracovni postup:

— Do kadinky odméite pasterkou 2 ml oleje a pfidejte 10 ml alkoholického roztoku
KOH.

— Za stalého michédni zvolna zahtivejte, zmydelnéni probéhne asi za 5 — 10 min.
— Obsah kadinky pielijte do 25 ml horké destilované vody

— Takto ziskate roztok alkalického mydla. Pomoci indikatorového papirku ovéite jeho
pH.

Poznamky:



4. Emulgacni schopnost mydel

Mydla, soli mastnych kyselin, patii podle své struktury mezi anionaktivni tenzidy. K
anionaktivnim tenzidim patii 1 sodné soli alkylsirovych ¢i alkylsulfonovych kyselin, napf.
dodecylsulfat sodny (SDS), ktery se Casto pouziva biochemické laboratofi i jako detergent
v Cisticich prostiedcich. Patii k nim také soli zlucovych kyselin, které jsou soucasti zluce a
pfispivaji k emulgaci tukd.

Bézny desinfekéni prostfedek Ajatin, kvartérni amoniova sil s alkylem C8 — C18 jako
substituentem, patii mezi velmi u¢inné kation-aktivni tenzidy, stejn¢ jako dalsi desinfekcni
prostiedek Septonex.

Vedle obou vyse uvedenych skupin ionogennich tenzidid, existuje velkda skupina
neionogennich tenzidi, které se diky své zanedbatelné toxicité pouzivaji napft. v prostiedcich
na myti nddobi. Polarni cast jejich molekuly tvoii vétsi pocet atomt kysliku, které jsou
soucasti etherovych a esterovych vazeb v molekulach téchto typt tenzidd. Ptikladem jsou
vysSi estery a ethery polyethylenglykolu s komerénimi nézvy napt. Triton a Tween.
K neionogennim emulgatorim lze pocitat i ethanol.

Pracovni postup:

— Ve zkumavce protiepejte kapku oleje s vodou a vzniklou emulzi ponechte stat. Po
chvili se opét ob¢ slozky oddé¢li.

— Ptidejte malé¢ mnozstvi mydlového roztoku a dobfe protfepejte. Vznikne jemna
emulze.

— Stejnym zpisobem vyzkouSejte emulgacni schopnost zfedénych roztokd Ajatinu a
Jaru.

Poznamky:



5. Dikaz pritomnosti dvojnych vazeb ve vysSich mastnych Kkyselinach

Slouceniny, obsahujici jednu nebo vice nasobnych vazeb, jsou velmi citlivé k oxidaci,
¢imz se lisi od sloucenin nasycenych. Pouzijeme-li jako oxidacni ¢inidlo roztok manganistanu
draselného v kyselém prostiedi, dojde k hydroxylaci dvojné vazby a k redukci manganistanu.

Triglyceridy s kratkym fetézcem a vySSim pocCtem ndsobnych vazeb jsou oleje.
S prodluzujici se délkou fetézce mastnych kyselin a klesajicim poctem ndsobnych vazeb
stoupa jejich konzistence (mazlavé az pevné tuky).

Pracovni postup:

— Do zkumavky odlijte 0,5 ml slune¢nicového oleje, 0,5 ml roztoku manganistanu
draselného a plastikovou pipetkou pfidejte 1! kapku koncentrované kyseliny sirové
(nadbytek koncentrované H,SO, zplsobuje ztmavnuti organické slouceniny, protoze
dochazi k jeji mineralizaci).

— Obsah zkumavky dobie, ale opatrné protiepejte. Pozorujte zménu zbarveni.

— Tutéz reakci proved’te i s olivovym olejem, a také s kyselinou olejovou a nékolika
krystaly kyseliny palmitové.

— Stupeil nenasycenosti zapiste do tabulky 2. Pouzijte znamének +, ++ atd.

Tabulka 2.

slou¢enina zbarveni stupen nenasycenosti

slune¢nicovy olej

olivovy olej

kyselina olejova

kyselina palmitova

Poznamky:



AMINOKYSELINY A BILKOVINY

Kliova slova: struktura geneticky kédovanych aminokyselin, izoelektricky bod, tvorba
komplexnich sloucenin, nitrace, oxidace, redukce, hydrolyza bilkovin, biuret, peptidova
vazba, koloidni roztok, amfionty, amfolyty.

Reagencie:
1. roztok tyrosinu 1,25 mmol/l
2. roztok tryptofanu 1,25 mmol/l
3. roztok kaseinu 10 g/1 ve fyziologickém roztoku
4. roztok kyselého hydrolyzatu kaseinu 5 g/1
5. roztok zelatiny 5 g/l
6. roztok hydroxidu sodného 2 mol/l, !ZIRAVINA!
7. roztok ninhydrinu v butanolu 2 g/l
8. Millonovo ¢inidlo (40 g rtuti v 57 ml koncentrované kyselin¢ dusi¢né, po

zahtati zfedéno 2 objemy vody), !'JED!
9. koncentrovana kyselina dusi¢na, !ZIRAVINA!
10.
11. roztok cysteinu 0,008 mol/l v HCI 1 mol/l
12. roztok cystinu 0,004 mol/l v HCI 1 mol/l
13. nitroprussid sodny
14. koncentrovany vodny roztok amoniaku
15. nasyceny vodny roztok sulfanu
16. siran amonny
17. roztok vajecného bilku ve fyziologickém roztoku (1:10)
18. roztok siranu médnatého 0,02 mol/l
1. Barevné reakce aminokyselin

Tyto reakce se pouzivaji k dikazu aminokyselin. Velmi citlivd ninhydrinové reakce je pro
aminokyseliny obecnd (s vyjimkou prolinu) a vyuZzivd se nejen k jejich dikazu (detekce
aminokyselin pfi chromatografii), ale 1 k jejich fotometrickému stanoveni. Ostatni reakce jsou
specifické pouze pro aminokyseliny urcité struktury.

1.1. Ninhydrinova reakce

Kondenzaci aminokyselin se dvéma molekulami ninhydrinu (hydrat indantrionu)
vznikd modrofialové zbarveny produkt.
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Pracovni postup:

— Pfipravte si vrouci vodni lazen.

— K I ml roztoku tyrosinu pfidejte 0,5 ml roztoku ninhydrinu v butanolu, promichejte.

— Reakéni smés zahiivejte asi 5 min ve vrouci vodni lazni. Po chvili se objevi v horni
organické vrstvé rizové az modrofialové zbarveni.

— Tutéz reakci vyzkousejte i s kyselym hydrolyzatem kaseinu.

Poznamky:



Nasledujici reakce, proved’te s tyrosinem, tryptofanem, kyselym hydrolyzatem kaseinu
(indolov¢ jadro je v kyselém prostiedi nestabilni!), kaseinem a Zelatinou. VSechny vysledky
provedenych reakci zapiste do tabulky 1.

1.2. Reakce s koncentrovanou kyselinou dusi¢nou

Aromatické aminokyseliny poskytuji reakci s kyselinou dusi¢nou zluté zbarvené
nitroslouceniny. Tyrosin a tryptofan se za téchto podminek nitruji zvIast snadno.
V alkalickém prostfedi se zbarveni zméni na oranzové, protoze vznikne alkalicka stl
tautomerni formy nitroslouceniny. Stejnou reakci poskytuji i bilkoviny, obsahujici tyto
aminokyseliny s aromatickym jadrem (xanthoproteinova reakce).

Pracovni postup:

— Do zkumavky odlijte 1 ml zkoumaného roztoku a z davkovace pfidejte 0,5 ml
koncentrované kyseliny dusi¢né.

— Zahtivejte ve vrouci vodni lazni (pfipadné vznikla sraZenina se rozpusti) do vzniku
zlutého zbarveni.

— Zkumavku ochlad’te pod tekouci vodou.

— Opatrné ptikapavejte plastikovou pipetkou roztok hydroxidu sodného az do vytvoieni
oranzového zbarveni.

1.3. Reakce s Millonovym ¢inidlem
Slouceniny, obsahujici v molekule hydroxyskupinu vazanou na aromatické jadro,
poskytuji s Millonovym ¢inidlem komplexni rtutnatou sl svych nitroderivata.

Pracovni postup:

— K I ml zkoumaného roztoku ptidejte plastikovou pipetkou 5 kapek Millonova ¢inidla.
— Vzniklou bilou srazeninu zahiivejte ve vrouci vodni lazni do objeveni Cerveného
zbarveni komplexni rtutnaté soli.

Tabulka 1.

AMK HNO; Millon

tyrosin

tryptofan

hydrolyzat kaseinu

kasein

zelatina

Poznamky:



2.Reverzibilni redox systém cystein - cystin

Slouceniny obsahujici -SH skupinu tvofi v alkalickém prostiedi s nitroprussidem sodnym
(pentakyanonitrosylzelezitan sodny) ¢ervenofialové zbarvenou komplexni slouceninu.

Pracovni postup:

Ve zkumavce si pfipravte asi 3 ml roztoku nitroprussidu sodného rozpusténim velmi
malého mnozstvi latky ve vode.

Dale si pfipravte tfi zkumavky.

Do prvni zkumavky odlijte 1 ml vodného roztoku sulfanu.

Do druhé zkumavky odlijte 1 ml roztoku cysteinu.

Do tieti zkumavky odlijte 1 ml roztoku cystinu.

Do vsech tfech zkumavek piidejte 1 ml roztoku nitroprussidu sodného.

Za michani roztok nasyt’te siranem amonnym.

Roztoky ve vSech tiech zkumavkéach pomalu alkalizujte amoniakem a pozorujte vznik
barevné komplexni slouceniny.

Asi po 5 min porovnejte zbarveni ve vSech tfech zkumavkach a vysledky
zaznamenejte do tabulky 2.

Vysvétlete prabeh jednotlivych reakei.

Tabulka 2.

slou¢enina sulfan cystein cystin

zbarveni

Poznamky:



3.Biuretova reakce

Biuret je latka vznikajici tepelnou kondenzaci dvou molekul mocoviny za uvolnéni
amoniaku a vzniku vazby —CO-NH-.

2 NH,~CO-NH; — NH,—-CO-NH—-CO-NH; + NH3

Biuret, stejné¢ jako ostatni slouceniny, obsahujici dvé nebo vice peptidovych
(amidovych) vazeb, tvoii s ionty Cu®" fialové zbarvenou komplexni slougeninu (chelat).
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NH, NH, NH,
Moétovina (v nadbytku) Biuret Fialovy Cu“ komplex
(chelat)

Biuretova reakce se pouZziva k prikazu i kvantitativnimu stanoveni latek ve kterych
jsou ptitomné vazby —CO-NH-, tedy i bilkovin.

V alkalickém prostiedi tvofi bilkoviny s méd'natymi kationty komplexni sole, které
jsou fialové zbarveny. Volné elektronové pary pro tvorbu komplexu poskytuji
elektronegativni atomy peptidové vazby —CO-NH-. Nazev reakce je odvozen od biuretu.

POZOR! Pii nadbytku Cu®’ je fialové zbarveni piekryto modrou srazeninou hydroxidu
médnatého.

Pracovni postup:

— Do jedné zkumavky odlijte 1 ml roztoku kaseinu (pfed upotiebenim zasobni roztok
protiepejte), do druhé 1 ml roztoku vajecného bilku.

— Ke kazdému roztoku bilkoviny pfilijte 1 ml roztoku hydroxidu sodného 2 mol/l.

— Do obou zkumavek piidavejte po kapkach roztok siranu médnatého az do vzniku
fialového zbarveni.
Poznamky



BILKOVINY

Klicova slova: biuret, peptidova vazba, koloidni roztok, izoelektricky bod, amfionty,
amfolyty, vliv pH na ionizaci bilkovin, hydrofilni a hydrofobni skupiny, emulgace,
reverzibilni a irreverzibilni srdzeni bilkovin. elektroforéza, krevni plazma, krevni sérum,
bilkoviny krevni plazmy, hypoproteinemie, hyperproteinemie, onkoticky tlak, transportni
proteiny, iontova sila.

Reagencie:

[

roztok vaje¢ného bilku ve fyziologickém roztoku (1:10)
slune¢nicovy olej

roztok octanu olovnatého 0,01 mol/l !JED!

roztok kyseliny sulfosalicylové 0,8 mol/l

roztok Ajatinu zfedény 1:4

roztok kyseliny octové 0,15 mol/l

roztok kyseliny octové 1,5 mol/l

roztok hydroxidu sodného 2 mol/l !ZIRAVINA!
. chlorid sodny

o U S S

10. vzorky krevniho séra
11. souprava Celkové bilkoviny, BioSystems:

biuretové Cinidlo:
siran médnaty 0,015 mol/l
hydroxid sodny 1,0 mol/l
Chelaton 111 0,018 mol/1
standardni roztok bilkoviny (koncentrace standardu podle aktualniho zadani)
12. souprava Albumin, Biosystems:

pracovni roztok pro stanoveni albuminu:
bromkresolova zelenn 0,27 mmol/l
citratovy pufr 0,1 mol/l, pH 4,1
standardni roztok albuminu (koncentrace standardu podle aktualniho zadéni)



1. Emulgacni schopnost bilkovin

Protoze bilkoviny obsahuji hydrofilni i hydrofobni skupiny, maji emulgacni
schopnosti podobné jako jiné tenzidy. Tenzidy, které jsou soucésti detergentli, snizuji
povrchové napéti na rozhrani hydrofilni a hydrofobni faze. Jejich u¢inkem vznikd pomérné
stabilni emulze tukti ve vod¢. Tato vlastnost bilkovin, predev§im albuminu, se uplatituje pii
transportu hydrofobnich latek krvi (napf. mastnych kyselin, steroidnich hormond, bilirubinu).
Ptirozenou emulzi tukt ve vod¢ je mléko, v némz bilkoviny ptisobi jako emulgéator.

Pracovni postup:
— Do zkumavky odlijte 1 ml roztoku bilku a 1 kapku slunecnicového oleje. Po
protfepani se vytvoii emulze.
— Do druhé zkumavky odlijte 1 ml destilované vody a 1 kapku slune¢nicového oleje. Po
protiepani se obé vrstvy opét oddéli.

Poznamky:



2. Ireverzibilni srazeni bilkovin

Denaturace je zména konformace nativni molekuly bilkoviny, ktera tim pfechazi na méné
uspotradanou formu a ztraci svou biologickou funkci. Denaturacné ptisobi vSechny vlivy, které
porusuji nekovaletni interakce vytvarejici sekundéarni a terciarni strukturu bilkovin.

Mezi fyzikalni vlivy patii predevs§im rozptyleni bilkoviny na velkém povrchu (pénénim
roztokll) a zvySena teplota. Srazeni varem nastava nejrychleji v okoli pl bilkovin. K chemické
denaturaci dochazi napt. ptisobenim silnych kyselin, které rusi iontové interakce zménou
naboje, naproti tomu organickd rozpoustédla a tenzidy naruSuji nepolarni interakce.
Primérnim Uc¢inkem vsSech denaturacnich Cinidel je rozvinuti peptidového fetézce, snizeni
solvatace molekuly a tim i rozpustnosti bilkoviny.

Srazeni bilkovin, pfi kterém dochazi k denaturaci bilkovin, miZze byt vyvolano napft. i
ionty tézkych kovt, které s bilkovinami vytvareji sole nebo komplexni slouceniny. Diky této
schopnosti se mohou bilkoviny pouzivat jako antidotum pfi otravach tézkymi kovy.

Denaturace bilkovin koncentrovanou kyselinou dusi¢nou se vyuzivala jako Hellerova
zkouSka pro dikaz bilkovin v moci. V soufasné dobé se pouziva reakce s kyselinou
sulfosalicylovou, kterd je nejcitlivéjsi. Podobny ucinek na bilkoviny jako kyselina
sulfosalicylovd maji i dal$i silné organické kyseliny napi. kyselina trichloroctova nebo
pikrova, které slouzi jako deproteinacni Cinidla.

Denaturaci zptisobuji i kvartérni alkylamoniové sole, které vytvaieji s negativné nabitymi
ionty bilkovin tézce rozpustné soli. Na tomto jevu jsou zaloZeny desinfekéni ucinky Ajatinu
(kvartérni amoniové sole s alkylem Cg—C;g jako substituentem). Podobnou strukturu a tedy i
vlastnosti ma 1 dali desinfekeni prostiedek Septonex. Kationty téchto tenzidi se adsorbuji na
bunécné stény mikrobti, denaturuji jejich zivotné dulezité bilkoviny a tim blokuji transportni
funkci membrany mikrobii.

Ajatin, Benzododecinii bromidum:

CH;
R-N"—CH,C¢Hs-Br~ R =Cs—Cisg
|

CH;s



POZOR! V nasledujicich ulohach pouZzivejte jako bilkovinu roztok vajecného bilku.
2.1. SraZeni tézZkymi kovy

Pracovni postup:
— Do zkumavky odlijte 1 ml bilkoviny a po kapkach pfidavejte roztok octanu
olovnatého, dokud nevznikne srazenina. V nadbytku soli se sraZzenina rozpusti.

2.2. Srazeni kyselinami

Pracovni postup:

— Do zkumavky odlijte 1 ml bilkoviny a piidejte nekolik kapek roztoku kyseliny
sulfosalicylové, vytvofi se bila srazenina.

2.3. SraZeni Ajatinem

Pracovni postup:

— Do zkumavky odlijte 1 ml bilkoviny a po kapkach ptidavejte roztok Ajatinu, dokud
nevznikne sraZenina.

2.4. Srazeni varem

Pracovni postup:

— Do 5 zkumavek odlijte 1 ml bilkoviny a dalsi reagencie dle navodu:
zkumavka 1 — pouze bilkovina
zkumavka 2 — pridejte kapku kyseliny octové 0,15 mol/l
zkumavka 3 — pridejte n¢kolik kapek kyseliny octové 1,5 mol/l
zkumavka 4 — pfidejte n€kolik kapek kyseliny octové 1,5 mol/l a malé mnozstvi
chloridu sodného
zkumavka 5 — pfidejte nékolik kapek roztoku hydroxidu sodného 2 mol/l
— Zkumavky povaite ve vodni lazni.
— Vysledky zapiste do tabulky 1., vznik srazeniny oznacte +.

Tabulka 1.

zkumavka 1 2 3 4 5

srazenina

Poznamky:



3. Stanoveni koncentrace bilkovin v séru

Krevni plazma obsahuje asi 100 rGznych proteinti, podle jejich elektroforetickych
vlastnosti jsou obvykle rozdélovany do 5 raznych skupin - albumin a al, a2-, B- a y-
globuliny. Bilkoviny krevni plazmy kromé svych specifickych funkci zajistuji koloidné
osmoticky (onkoticky) tlak, ktery ma vyznam pro udrzeni normélniho objemu krve. Déle se
podileji na udrzovani acidobazické rovnovahy a transportu lipofilnich latek a ionti kovt.

VétSina plazmatickych bilkovin je syntetizovana v jatrech (mimo imunoglobuliny a
proteohormony). S vyjimkou albuminu jsou bilkoviny krevni plazmy glykoproteiny.

Za fyziologického stavu jsou plazmatické proteiny ve vzdjemné rovnovaze a neustéle se
obnovuji. Za patologickych stavli dochazi k poruseni této rovnovahy, a tim i ke zménam
jejich koncentrace a vzajemného zastoupeni jednotlivych frakci (dysproteinemie) (viz
uloha 1.). Koncentrace celkovych bilkovin je snizena (hypoproteinemie) pfi jejich nedostatku
v potraveé, nedostatecném vstiebavani nebo syntéze, pfi jejich zvySené spotiebé (napf.
u dlouhodobych infekénich onemocnénich nebo u nadorovych procesti) nebo ztrat¢ (u
nefrotického syndromu, u popalenin, pii silném krvaceni). ZvySend koncentrace bilkovin
(hyperproteinemie) byva napt. pti dehydrataci nebo paraproteinemii.

Koncentrace celkové bilkoviny se stanovuje v krevnim séru, jednou z pouzivanych metod
je Dbiuretovd reakce. Intenzita modrofialového zbarveni komplexu se stanovuje
spektrofotometricky a je pfimo umérna poctu peptidovych vazeb. Jinou moznosti je UV
spektroskopie, vyuzivajici absorbanci peptidové vazby pii 280 nm.

Pracovni postup:

— Vzorek séra i standard zpracujte v tripletu, slepy vzorek jednou.
— Do zkumavek napipetujte reagencie podle tabulky 2., malé objemy pipetujte ke dnu

zkumavky!
Tabulka 2.
reagencie (ml) vzorek standard slepy vzorek
sérum 0,02 - -
standardni roztok bilkoviny — 0,02 —
destilovana voda - - 0,02
biuretové ¢inidlo 1,5 1,5 1,5

— Kazdou zkumavku dobie promichejte.

— Pfesné po 12 min zméfte absorbanci pifi 540 nm proti slepému vzorku.

— Nameétené hodnoty zapiste do tabulky 2.
— Z primérnych hodnot absorbance vzorku (A,,) a standardu (Ay) vypocitejte

koncentraci celkové bilkoviny (g/1) v uréeném séru.
— Vysledek zapiste do tabulky 3.




Tabulka 3.

vzorek ¢.: absorbance priamér c (g
standard proTt
sérum
Normalni hodnoty spektra sérovych bilkovin
Elektroforéza proteini (kapilarni krev) $ | prealbumin rlnzg(iL - 420
albumin 56 -65,7 % 35-53 g/l
alfa-1 3,1-5,6% 1-4¢g/L
alfa-2 8,0-12,7% 3-9¢g/L
beta 1 49-72% 715 ofL
beta 2 3.1-6,1% "8
gama 10,3 -18,2 % 5-14¢g/L

Frakce serovych proteinii a stavy spojené se zvyenim nebo sniZzenim jejich hladiny

Frakce
sérového |ZvySena hladina SniZena hladina
proteinu
Malnutrice, kachexie, choroba jater,
Albumin Tézka dehydratace nefroticky syndrom, enteropatie se
ztratou proteintl, t¢Zké spaleniny
Alfa-1 Zanétlivé stavy, téhotenstvi Alfa-1 antitrypsinova deficience

Zanétlivé stavy, nefroticky syndrom,

Alfa-2 uzivani peroralnich kontraceptiv, Hemolyza, choroba jater
uzivani steroidd, hyperthyroidismus
Hyperlipidemie, hypochromni anémie . . . .
Beta (z nedostatku Fe) Hypo-B-lipoproteinemie, malnutrice
Polyklonélni a monoklonélni Agamaglobulinemie,
Gama . . .
gamopatie hypogamaglobulinemie

Poznamky:




4. Stanoveni koncentrace albuminu v séru

bilkovin krevni plazmy). Fyziologickd funkce albuminu spociva v regulaci plazmatického
objemu, déle plni transportni funkci (pfenasi napt. mastné kyseliny, lipidy, bilirubin, nékteré
hormony, vitaminy, ionty kovt, léky i toxické latky). Ma i funkci rezervni bilkoviny a pfi
zatézi organismu slouzi jako bohaté rezerva aminokyselin, zvlasté esencialnich.

Zvysena koncentrace albuminu v krvi (hyperalbuminemie) byva obvykle jen sekundéarni
nasledek dehydratace. Hypoalbuminemie doprovdzi mnoho onemocnéni (napf. infekce,
choroby jater, nefroticky syndrom), biochemickou pfi¢inou je bud' snizeni jeho syntézy nebo
zvySeni jeho odbouravani.

Albumin se fadi mezi tzv. negativni proteiny akutni faze podobné jako transferrin,
glykoprotein pienasejici krevni plazmou Zelezo jako Fe'". V akutni fazi je jejich koncentrace
v plazmé niz§i, protoze na jejich ukor piipadd zvysSend syntéza pozitivnich proteinii akutni
faze (napt. C-reaktivni protein).

Ke stanoveni albuminu je také vhodné sérum. B&Zna metoda vyuziva reakce albuminu
s bromkresolovou zeleni, kterd tvofi s albuminem, v slabé kyselém prostiedi a za pfitomnosti
povrchové aktivnich latek, barevny komplex vhodny k fotometrovéni (s globuliny nereaguje).

Pracovni postup:

— Stanoveni albuminu proved'te ve stejném séru, ve kterém jste stanovovali koncentraci
bilkovin.

— Vzorek séra i standard zpracujte v tripletu, slepy vzorek jednou.

— Do zkumavek napipetujte reagencie podle tabulky 4., malé objemy pipetujte ke dnu
zkumavky!



Tabulka 4.

reagencie (ml) vzorek standard slepy vzorek
sérum 0,01 - -
standardni roztok albuminu - 0,01 -
destilovana voda - - 0,01
pracovni roztok 1,0 1,0 1,0

— Kazdou zkumavku dobte promichejte.

— Nechte inkubovat 10 min pii pokojové teplot¢.

— Zmeéite absorbanci vzorku i standardu pii vinové délce 630 nm proti slepému vzorku.
— Naméiené hodnoty zapiste do tabulky 5.

— Z prumérnych hodnot absorbance vzorku (A,,) a standardu (Ay) vypoditejte
koncentraci albuminu (g/1) v uréeném séru.

— Vysledek zapiste do tabulky 5.

Tabulka 5.

vzorek ¢.: absorbance priumér c (g

standard a1 g

sérum

VYHODNOCENI:

Tabulka 6.

vzorek séra ¢.:

e REFERENCNI e,
stanovovana bilkovina HODNOTY NAMERENE HODNOTY
celkova bilkovina (g/1) 65 - 85
albumin (g/1) 35-53




ENZYMY

Kli¢ova slova: biokatalyza, aktivita enzymu, holoenzym, apoenzym, koenzym,
substratova a reakéni specifita enzymu, pH-optimum, teplotni optimum, iontova sila.o-
amylasa (EC 3.2.1.1.), pepsin (EC 3.4.23.1), trypsin (EC 3.4.21.4).

Reagencie:

. roztok trypsinu (z Pancreolanu, smés glycerol:voda 1:1)

. roztok kaseinu 40g/1 v uhli¢itanu sodném 0,01 mol/l

. konc. kyselina dusi¢na !ZIRAVINA!

. kyselina chlorovodikova 0,1 mol/l

. suspenze vajecného bilku ve fyziologickém roztoku 300g/1

. roztok pepsinu

. roztok a-amylasy (sliny fedénén10x destilovanou vodou a prefiltrované pies gazu)
. roztok chloridu sodného 0,1 mol/l

. roztok cloridu méd’natého 0,1 mol/l

. roztok chloridu vapenatého 0,1mol/l

. roztok chloridu rtutnatého0,1 mol/ !JED!

. tablety zesitovaného chromogenniho Skrobu

. zastavovaci roztok ( uhli¢itan sodny 10 g/l ve smési voda : aceton 9:1)
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1. Aktivace a inhibice a-amylasy anorganickymi ionty

Nékteré kationty s oxidaénim &islem +II (Ca*", Mg®", Zn*") puisobi jako aktivatory
enzymil tvorbou komplexti s enzymem nebo substratem. Kationty s oxida¢nim ¢islem +I a
anionty mohou pusobit jako nespecifické efektory zménou iontové sily. Kationty nékterych
tézkych kovl enzymy zpravidla inhibuji.

Jako a-amylasu pouzijte sliny 10x zfedéné destilovanou vodou a piefiltrované pies gazu,
jako substrat se bude pouzivat nerozpustny zesitovany Skrob s kovalentné navazanym
modrym barvivem. Enzymovou hydrolyzou vznikaji barevné rozpustné oligosacharidy.
Intenzita vzniklého zbarveni, ktera je Umeérna aktivit€ pfitomné a-amylasy, se stanovi
fotometricky.

Pracovni postup:

— Do péti oznacenych zkumavek ptipravte inkubacni smes podle tabulky 1.

Tabulka 1.

zkumavka 1 2 3 4 5
NaCl (ml) — 0,1 — - _
CuCl; (ml) — — 0,1 - _
CaCl, (ml) — - — 0,1 _
HgCl, (ml) — — — — 0,1
destilovana voda (ml) 2,0 1,9 1,9 1,9 1,9
o-amylasa (ml) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
absorbance 620 nm
katal. akt. (ukat/l)




— Obsah zkumavek promichejte a preinkubujte 30 min v termoblokuo teploté¢ 37° C
(Gcinek ionth se projevi vyraznéji, jsou-li ponechany v pfitomnosti enzymu urcitou
dobu pred zacatkem vlastni enzymové reakce).

—  Po preinkubaci dejte do kazdé zkumavky pinzetou 1 tabletu skrobu (NEMICHAT!),
zkumavky pfitom nevyndavejte z termobloku.

— Inkubujte dalSich 15 min.

— Pfesné po 15 min vyjméte zkumavky z termoblokulhned pfidejte do kazdé zkumavky
z davkovace 2 ml zastavovaciho roztoku pro ukonceni enzymové reakce.

— Obsah zkumavek dobie promichejte a nechte stat 5 min.

— Potom zfiltrujte do suchych zkumavek.

— Zmgéfte absorbanci pii 620 nm a naméfené hodnoty absorbance zapiste do tabulky 2.

— Jako porovnavaci vzorek pouzijte destilovanou vodu.

— K naméfenym hodnotdm absorbance vyhledejte v pfilozené kalibra¢ni tabulce hodnoty
katalytické aktivity (ukat/l) a zapiste je do tabulky 3.

— Vzorek, jehoz hodnota absorbance bude vétsi nez 1,00, zied'te 5x destilovanou vodou
(pro fedéni odpipetujte 0,5 ml roztoku) a znovu zméite. Vyhledanou hodnotu
katalytické aktivity enzymu 5x vynasobte.

2. Diikaz aktivity trypsinu in vitro (kvalitativné)

Trypsin je serinova endopeptidasa, ktera hydrolyticky $tépi peptidové vazby, na nichz
se podili svym C-koncem arginin a lysin. Vzniklé $t€py na rozdil od pivodni bilkoviny
netvofi s koncentrovanou kyselinou dusi¢nou srazeninu.

Pracovni postup:

— Do velké zkumavky nalijte 3ml roztoku kaseinu (pfed pouzitim prottepat) a ptidejte 1
ml roztoku trypsinu

— Promichejte, uzaviete hlinikovou folii a vlozte do termobloku 37°C

— Béhem celého pokusu NEVYNDAVEJTE zkumavku z termobloku!

— Pro porovnani reakce hydrolyzath s reakci nativniho kaseinu si pfipravte ,.slepy
vzorek (odpovidd casu O min): do zkumavky dejte 0,5 ml roztoku kaseinu a
z davkovace ptidejte 0,5 ml koncentrované kyseliny dusi¢né.

— Kazdych 15 minut odeberte plastikovou pipetkou vzorek (asi 0,5 ml) inkubaéni -
smési do nové zkumavky.

— Ke kazdému odebranému vzorku pfidejte davkovace 0,5ml koncentrované kyseliny
dusi¢né a podle mnoZstvi vzniklé sraZzeniny sledujte jak postupuje hydrolyza kaseinu.

— Vysledky zapiste do tabulky 2., pouzijte znamének + a —

Tabulka 2.

Cas (min) 0 15 30 45 60

SraZenina




3. Vliv pH na aktivitu enzymu

Pracovni postup:

— Do 4 zkumavek napipetujte reagencie dle nésledujici tabulky

Tabulka 3.
Vysledné pH 1,2 1,5 2,5 kontrola
Roztokpepsinu 1,0 1,0 1,0 0
(ml)
) 0,1 mol/l HCI 2,0 1,0 0,1 1,0
(ml)
Deionizovana
H,0 (ml - 1,0 1.9 2,0
Suspenze 0,5 0.5 0,5 0,5
vajeéného
bilku
(ml)

— Inkubujte 20 min. pfi 37 °C v termobloku

— Po skonceni inkubace vyhodnot'te projasnéni obsahu zkumavek natravenim bilkovin
vajecného bilku a vysledky zapiste do tabulky v protokolu.

— Vysledky: projasnéné Uplné (+), ¢astecné (£) a neprojasnéni (—). Optimdalni pH je ve
zkumavce s Uplnym projasnénim obsahu.

Poznamky:



BIOLOGICKE OXIDACE

Klicova slova: oxidace, redukce, redox potencial, citratovy cyklus, dychaci fetézec,
sukcinatdehydrogenasa (EC 1.3.99.1), katalasa (EC 1.11.1.6), peroxidasa (POD - EC
1.11.1.7), superoxidovy radikal, pseudoperoxidasova reakce.

Reagencie:

1. Cerstvé hovézi srdce — enzymovy exktrakt

2. fosfatovy pufr 0,1 mol/l, pH 7,4

3. roztok methylenové modie 0,1 g/l

4. roztok jantaranu sodného 0,1 mol/l ve fosfatovém pufru

5. roztok malonanu sodného 1 mol/l ve fosfatovém pufru

6. extrakt z brambor

7. roztok o-tolidinu (3,3 -dimethylbenzidinu) v ledové kyseliné octové 0,01 mol/l !JED!
8. peroxid vodiku 1 mol/l

9. krev zifedéna vodou 1:300

11. parafinovy olej
12. roztok kyanidu draselného 0,02 mol/l !JED!



Oxidoredukéni (redoxni) reakce jsou spojeny s pfesunem elektrond a mohou byt pro
organismy zdrojem volné energie. Mezi oxidoreduktasy fadime enzymy, které svoji reakci
uskuteCiiuji jako prenos elektroni (oxidasy), celych atom vodiku (hydrogenasy,
dehydrogenasy) a nebo kysliku (oxygenasy) a tzv. hydroperoxidasy zajistujici degradaci
toxického peroxidu vodiku.

Biologické oxidace | — Citratovy cyklus, dychaci retézec a oxidativni
fosforylace

Citratovy cyklus je universalni metabolicky mlyn, ve kterém se spojuje katabolismus
sacharidd, tukli a aminokyselin a jeho cilem je zejména produkce redukovanych koenzymu
pro energetické vyuziti. Je lokalizovany v matrix a vnitini membran¢ mitochondrii. V jednom
béhu citratového cyklu (zpracovani 1 molekuly acetylkoenzymuA) vznikaji 3 molekuly
NADH, 1 FADH;, molekula GTP, nasledn€ pfeménéna na ATP a 2 CO,.

Bylo popsano velmi malo abnormalit enzymt citratového cyklu, defekty metabolismu
tohoto charakteru jsou pravdépodobné neslucitelné se zivotem.

Oxidativni fosforylace je proces tvorby ATP, pii vyuziti protonového gradientu
vzniklého béhem pienosu elektronii z NADH a FADH, na O, pfes fadu pfenasecu (dychaci
fetézec). Elektronovy transportni fetézec je lokalizovan na vnitini mitochodridlni membrané a
tvofi ho syst¢ém membranovych komplexii oxidoreduktas (I. NADH - ubichinon
oxidoreduktasa, II. sukcinat-ubichinonreduktasa, III. ubichinon-cytochrom c-oxidoreduktasa a
IV. cytochrom c-oxidasa) a mobilnich pfenaSect elektroni (ubichinon, Fe-S proteiny a
cytochromy). Spolecné ptenaseji protony a elektrony. Tok protonli pohani uvoliovani
nasyntetizovaného ATP z ATP syntasy. Elektrony redukuji O, na O® reagujici s protony
v mitochondrialni matrix na kone¢ny produkt této metabolické drahy — H,O (tzv. metabolicka
voda).

Rychlost oxidativni fosforylace je uréena potiebou ATP. Podminkou je dostate¢na
nabidka redukovanych koenzymt, O, ADP a P;,

Mezi respiracni inhibitory patfi naptiklad barbituraty a insekticid a pesticid rotenon,
které blokuji pfenos elektronii mezi komplexem I a ubichinonem, déale pak antibiotikum
antimycin A inhibujici fetézec v misté pfenosu mezi cytochromem c; a komplexem III. Oxid
uhelnaty, sulfan, azidy a kyanidy blokuji pfenos elektroni na kyslik na trovni
cytochromoxidasy. Mezi rozpojovafe dychaciho fetézce a oxidativni fosforylace se tadi
napiiklad 2,4-dinitrofenol, nebo ve zvySenych davkach hormon thyroxin. Tyto latky zptsobi,
ze dochazi k pienosu protont pies vnitini mitochondridlni membranu jinym zplisobem nez
pfes ATP syntasu. Nedochazi tedy k syntéze ATP a chemiosmoticky gradient je pfeménén na
teplo. Organismus pocitujici nedostatek ATP zacne ve zvySené mife metabolizovat Ziviny.
Hypertyre6za, spojena s nadprodukci tyroxinu se klinicky projevi hubnutim a zvySenim
télesné teploty. Podobné ptiznaky ma intoxikace 2,4-dinitrofenolem.

Vrozené metabolické vady oxidativni fosforylace a dychaciho fetézce se projevuji
postizenim organd s vysokym energetickym obratem, jako jsou svaly (myopatie), mozek
(encefalopatie) a o¢ni nerv (slepota) — Leberova hereditarni optickd neuropatie. Biochemicky
casto nalézame laktacidozu jako dasledek posunu k anaerobnimu metabolismu.



Diikaz dehydrogenas citratového cyklu

Oxidacni reakce citraitového cyklu, katalyzované isocitratdehydrogenasou, 2-
oxoglutaratdehydrogenasou, sukcinatdehydrogenasou a malatdehydrogenasou, jsou zdrojem
redukovanych koenzymi NADH a FADH,, které pfenaseji atomy vodiku do dychaciho
fetézce. Ty jsou déle pfendseny jednotlivymi c¢lanky dychaciho fetézce jako protony a
elektrony az na kone¢ny akceptor - molekulovy kyslik.

Jako substrat je v tomto modelovém pokusu pouzivan sukcinat, jako akceptor atomu
vodiku slouzi methylenova modi:

Ox / Red Eo'(V)

fumarat / sukcinat +0,03
methylenova modf / leukoforma +0,01
0,/ H,0O, +0,68

Dehydrogenace v tomto uspofadani probihd spontdnné, prestoze standardni redox
potencial soustavy fumarat/sukcinat je vyssi (+0,03 V) nez redox potencial soustavy
methylenova modi/leukoforma (+0,01 V). Aktudlni potencial redox soustavy zalezi podle
Nernstovy-Petersovy rovnice i na koncentracich redukované a oxidované slozky obou
soustav. V tomto uspotradani je vyssi koncentrace redukované formy (sukcinat) jedné redox
soustavy a souCasné je vyS$i koncentrace oxidované formy (methylenovd modf) druhé
soustavy. To ovlivni hodnoty aktudlnich redox potenciala tak, Zze redukce methylenové modte
sukcinatem probihd samovolné.

V tomto modelovém pokusu je také demonstrovéna inhibice sukcinatdehydrogenasy
malonatem, ktery je kompetitivnim inhibitorem tohoto enzymu diky své strukturni podobnosti
se sukcinatem.

Pracovni postup:

— Do 4 zkumavek, napipetujte 1 ml enzymového extraktu.

— Do zkumavky €. 3 napipetujte 0,5 ml roztoku malonanu sodného a nechte inkubovat
10 min pfti laboratorni teploté (viz tabulka 1.).

— Zkumavku €. 4. vlozte do vrouci vodni 1azné a 2 min povaite.

— Dale postupujte dle tabulky 1. (jednotlivé reagencie piidavejte do vSech zkumavek
v poradi ur€ovaném fadky v tabulce).

— Po ptidani kazdé reagencie obsah zkumavek protiepejte.



Tabulka 1.

zkumavka 1 2 3 4
enzymovy extrakt (ml) 1 1 1 1
malonan sodny (ml) — — 0,5 —
inkubace 10 min. pfi laboratorni teploté — — ano —
povarit 2 min. ve vrouci vodni lazni — — — ano
pufr (ml) 1,0 0,5 — 0,5
jantaran sodny (ml) - 0,5 0,5 0,5
methylenova modi (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5
Zbarveni po inkubaci
Zbarveni po protiepani

— Do kazdé zkumavky pfidejte pomalu po jeji sténé€ parafinovy olej tak, aby utvotil
pfiblizn€ 5 mm vysokou vrstvu pro zachovani anaerobnich podminek.

— Inkubujte 30 min pti 37° C a prubézné sledujte postupné odbarvovani methylenové
modfi.

— Po odbarveni piisluSnou zkumavku protfepejte a nechte znovu reagovat.

— Vysledné zbarveni zapiste do tabulky.

Poznamky:



Biologické oxidace Il - Reaktivni formy kysliku

Mezi reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species, ROS) patii pfedevsim volné
kyslikové radikaly, tedy atomy nebo molekuly s volnym neparovym elektronem, ktery
slouceniné propiijcuje vysokou reaktivitu. Kromé volnych radikalt sem fadime i dal$i vysoce
reaktivni sloucCeniny, naptiklad peroxid vodiku. Duleziti zastupci ROS jsou superoxid O, ,
hydroxylovy radikdl OHa peroxid vodiku H»O,. Podobnou charakteristiku a vyznam jako
ROS maji také slouCeniny oznaCované jako RNS, reaktivni formy dusiku (reactive nitrogen
species).

Hlavnim mistem vzniku ROS v organismu za fyziologickych okolnosti je dychaci
fetézec, ve kterém tyto slouceniny vznikaji jako vedlejsi produkt pii nedokonalé redukci
kysliku. Mimo to mohou kyslikové radikaly vznikat tzv. Fentonovou reakci. Kovovy iont
(zelezo, méné¢ Casto méd’) zde reaguje s peroxidem vodiku za vzniku volného radikalu:

Fe’" + H,0, — Fe*" + OH- + OH™

ROS jsou velmi reaktivni slouceniny poskozujici biologické makromolekuly. Mohou
byt naptiklad pfi¢inou zloml a mutaci DNA, snizuji aktivitu enzymi, poskozuji iontové
kandly v bunéfnych membranach a peroxidaci membranovych lipidi mohou meénit
propustnost membran a poSkozovat je. S piisobenim ROS je také spojovan vznik celé fady
onemocnéni a patologickych stavil, jako je ateroskler6za, reperfuzni poskozeni ischemické
tkané a v neposledni fad¢ také neurodegenerativni procesy (Alzheimerova choroba). ROS a
predevsim RNS maji vSak i své vyznamné fyziologické funkce (napt. v bunééné imunité a
mezibunééné signalizaci).

Nadbytek ROS je z organismu odstraiiovan pomoci nékolika enzymil, mezi néz patii
superoxiddismutasa, katalasa a peroxidasa.

Superoxiddismutasa katalyzuje preménu volného radikalu superoxidu na peroxid
vodiku, ktery je déale rozkladan katalasou a peroxidasou.

20; +H, »> H,O, + O,

Katalasa rozklada peroxid vodiku pfimo na kyslik a vodu, jak je zndzornéno v této
reakci:

H202 — 2 HzO + 02

Peroxidasa pottebuje pro svoji ¢innost dal§i molekulu, donor elektrond, pomoci kterych
redukuje peroxid na vodu a tento donor tedy vystupuje z reakce ve své oxidované formé.
Typickym piikladem sloucenin, které poskytuji peroxidase elektrony pro redukci H,O,, je
glutathion, ktery je oxidovan enzymem glutathionperoxidasou.



Dikaz peroxidasy

Peroxidasa (POD) katalyzuje redukci peroxidu vodiku na vodu za soucasné oxidace
vhodného reaktantu, v tomto piipadé o-tolidinu. Jeho oxida¢ni produkt je zbarven
modrozelen¢:

POD
H,O, + AH)——— > 2 H,0+ A

Podobné reakce jsou vyuzivany pii spektrofotometrickém stanoveni koncentrace
riznych metabolith (napf. glukosy, kyseliny mocové, cholesterolu) v séru nebo moci, kde
peroxid vodiku vznikéd jako vedlejsi produkt v pfislusSné enzymové reakci. Jeho mnozstvi,
pfimo imérné koncentraci stanovované latky, se zjistuje v nasledné peroxidasové reakei.
Ptidany chromogen (AH,) se v jejim pribéhu oxiduje na barevnou slouceninu vhodnou
k fotometrickému stanoveni.

Pracovni postup:

— Do ¢tyt zkumavek pfipravte inkubacni smés, postupujte v pofadi daném fadky v
tabulce 2.

— Extrakt ve zkumavce 2 povaite asi 2 min ve vrouci vodni lazni.

— Vysledné zbarveni v jednotlivych zkumavkach zapiste do tabulky 3.

Tabulka 2.

zkumavka 1 2 3 4
extrakt z brambor (ml) 1 1 1 —
povarit 2 min ve vrouci vodni lazni — ano — —
o-tolidin v kyseling octové 4 kapky 4 kapky 4 kapky 4 kapky
peroxid vodiku (ml) 0,5 0,5 — 0,5
destilovana voda (ml) — — 0,5 1
Zbarveni

Poznamky:



Dukaz katalasy a pseudoperoxidasova reakce

Katalasa je hemovy enzym, pfitomny ve vétsSin€ aerobnich bunék. V lidském organismu
je jeji aktivita nejvyssi v hepatocytech a erythrocytech. Na subcelularni urovni je lokalizovéana
prevazné v peroxisomech (obsahuji enzymy, produkujici peroxid vodiku).

Odstranovani peroxidu vodiku peroxidasou a katalasou mad vyznam napi. v prevenci
Fentonovy reakce.

V této uloze je demonstrovana katalasova aktivita krve, kterd se projevi vyvojem
kysliku. Katalasa je inhibovana kyanidem, podobn¢ jako cytochromoxidasa.

V krvi lze kromé aktivity katalasy a peroxidasy prokazat také pseudoperoxidasovou
aktivitu. Ta je vazana na piitomnost Zeleznatého iontu v krevnim barvivu hemoglobinu. Fe**
katalyzuje rozklad peroxidu vodiku. Vysledkem je opé€t redukce peroxidu na vodu a oxidace
o-tolidinu na zelenomodry oxidacni produkt. Protoze tato reakce neni enzymové
katalyzovana, neda se, na rozdil od reakce katalyzované peroxidasou, inaktivovat varem.
Pseudoperoxidasova reakce se pouziva k ditkazu krve v moci.

Pracovni postup:

— Do tfi zkumavek odméite po 1 ml zfedéné krve.

— Krev ve zkumavce 2 povaite asi 2 min ve vrouci vodni 1azni a nasledn¢ ochlad’te pod
tekouci vodou.

— Do v8ech zkumavek odméite reagencie v potadi daném fadky v tabulce 3.

— Roztok kyanidu draselného ptidejte z davkovace!

Tabulka 3.

zkumavka 1 2 3
ziedéna krev (ml) 1 1
povatit 2 min ve vrouci vodni l4zni — ano —
kyanid draselny (ml) — — 0,2
peroxid vodiku (ml) 0,2 0,2 0,2
vyvoj kysliku
o-tolidin v k. octové 2 kapky 2 kapky 2 kapky
Zbarveni

Poznamky:



TRAVENI SKROBU

Klic¢ova slova: biokatalyza, aktivita enzymu, substratova a reak¢ni specifita enzymu, kysela
hydrolyza Skrobu, slozeni a struktura Skrobu., sacharasa (EC 3.2.1.26), a-amylasa (EC
3.2.1.1.).

Reagencie:

roztok sacharasy (50 g kvasnic ve 100 ml ethanolu 500 g/1)

roztok a-amylasy (sliny 10x ziedéné destilovanou vodou a piefiltrované pies gazu)
roztok skrobu 10 g/l

suspenze celulosy 2,5 g/l

roztok sacharosy 5 g/l

6. Fehlingiv roztok I (siran mé&dnaty 70 g/l

7. Fehlingiv roztok II (125 g hydroxidu sodného a 175 g vinanu sodnodraselného v 11
vody)

Lugoliv roztok (roztok jodu 20 g/1 v roztoku jodidu draselného 40 g/1) 50x ziedény

9. Konc. Kyselina chlorovodikova !ZIRAVINA!!

bk W=
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Diikaz substratové specifity glykosidas (sacharasy a a-amylasy)

a-amylasy (a-1,4-glukan-4-glukan-hydrolasy, EC 3.2.1.1) patii mezi glykosidasy.
Glykosidasy nalezi mezi hydrolytické enzymy, které jsou specifické vici typu glykosidové
vazby (a-glykosidasy nebo [-glykosidasy) a molekuly sacharidu. Jsou to kalcium
metaloenzymy. Hydrolysuji Skrob, ale i glykogen z potravy na trisacharidy a disacharidy,
které jsou dale konvertovany dal§imi enzymy na glukosu. Pomalu a nespecificky §tépi také
polyfruktan inulin.

Elektroforetickd analyza krevniho séra ukézala pfitomnost dvou hlavnich typl o-
amylasy. Jedna se o dva izoenzymy kédované dvéma geny lezicimi ve stejném lokusu (Chr I:
103.66 — 103.66 Mb), a-amylasu P (pankreatickou), gen AMY-2 a S (slinnou — salivary), gen
AMY-1. Ob¢ a-amylasy jsou a-glykosidasy a $tépi a-1,4-D-glykosidové vazby v substratech
obsahujicich tfi a vice D-glykosovych zbytki spojenych vazbou a-1,4. S-amylasa se podili na
natraveni Skrobu, castecné jiZz v Gstni dutiné a P-amylasa pak pfedev§im v duodenu. o-
amylasa $tépi dlouhé fetézce polysacharidi tvotfenych a-1,4-D-glukosidovymi vazbami az na
maltotriosu a maltosu v piipadé¢ amylosy, nebo maltosu, glukosu a "limitni dextrin" u
amylopektinu.

U zdravych jedincli, jsou pankreas a slinné Zldzy zdrojem téméf veSkeré sérové
amylasy, 40 - 45 % pochazi z pankreatu a 55 — 60 % ze slinnych 714z.

Hladina celkové a-amylasy je zvySena u onemocnéni akutni pankreatitidou, ale 1 u
vétSiny piipadl bolesti bficha. Pro diagnostiku pankreatitidy ma vyssi diagnosticky piinos
stanoveni pankreatického izoenzymu (P-amylasy). Protoze je molekula a-amylasy relativné
mala, pfestupuje do moci a miizeme jeji patologické zvySeni u akutni pankreatitidy detekovat
1 vmoci. Toto zvySeni pretrvava déle a nastupuje pozdé€ji nez zvySeni hladiny v séru. S-
amylasa je zvySena u onemocnéni slinnych Zlaz.

Hladina sérovych a-amylas je snizovana ledvinovou clearence a proto poSkozeni funkce
ledvin miize vést k arteficidlnimu zvySeni jejich hladiny, resp. aktivity obou enzymi.



K arteficidlnimu zvySeni amylas muze také vést i porucha jaterni funkce pii zdnétu jater
(hepatitid€) nebo cirhoze.

Pfi¢inou zcela benigniho zvySeni aktivity sérové o-amylasy mize byt tzv.
“makroamylasemie”, kdy se se molekuly amylasy vazou s velkou komplexni molekulou,
napi. Imunoglobulinem nebo polysacharidem. Tato makromolekula je pfi¢inou sniZeni
ledvinové clearence enzymu a prodlouzenim jeho poloCasu. Asi 2 — 5% pacientl s
hyperamylasemii mé makroamylasemii.

Sacharasa z kvasnic §tépi B-fruktosidovou vazbu mezi fruktosou a glukosou v sacharose,
ktera je a-D-glukopyranosyl-B-D-fruktofuranosid.

Cilem této ulohy je prokdzat piitomnost produkti S$tépeni slinnou a-amylasou a
sacharasou. Produkty hydrolytické reakce budou mit volné anomerni hydroxylové skupiny, a
tudiz budou redukovat Fehlingovo ¢&inidlo. Skrob miizeme prokéazat reakci s Lugolovym
¢inidlem (roztok jodu), zatimco produkty enzymatické hydrolyzy tuto reakci neposkytuji.

Pracovni postup:

— Jako a-amylasu pouzijte sliny 5x zfedéné destilovanou vodou a prefiltrované ptes
gazu.

— Do oznacenych zkumavek pfipravte smes substrat - enzym podle tabulky 1.

— Nechte 30 min inkubovat pii 37 °C, potom reakci ukoncete vyndanim z termobloku.

— S polovicnim mnozstvim inkubac¢ni smési z kazdé zkumavky provedte reakci
s Fehlingovym ¢inidlem (pomér ¢inidlo : inkubac¢ni smés = 1:1).

— Ve zkumavkach, ve kterych byl jako substrat polysacharid, provedte také reakci s
jodem.

(Stejnou reakci s jodem proved’te 1 s nativnimi polysacharidy a porovnejte zbarveni)

— Vysledky zaneste do tabulky 1. pomoci symbola + a —.

Tabulka 1.
zkumavka 1 2 3 4 5 6
skrob (ml) 1 — — 1 - -
celulosa (ml) - 1 - - 1 _
sacharosa (ml) — — 1 — — 1
sacharasa (ml) 0,25 0,25 0,25 - - -
o-amylasa (ml) - - — 0,25 0,25 0,25
Fehlingova reakce
reakce s jodem
Amylasa Sérum/mo¢ pkat/1
celkova S 0,30 1,67
mo¢ <7,67
pankreatické S 0,22 - 0,88
mo¢ <5,83




Pozndamky:



Kysela hydrolyza Skrobu

Molekuly glukosy jsou ve Skrobu vazany o-D-(1—4) glykosidovymi vazbami, které
nejsou stalé v kyselém prostiedi. Proto se kyselou hydrolyzou polysacharidy postupné §tépi na
polysacharidy s krat§im fetézcem, oligosacharidy, maltosu a nakonec D-glukosu. Priib¢h
hydrolyzy se projevuje postupnou zmeénou zbarveni hydrolyzatu s jodem, protoze zkracovani
Sroubovice amylosy méni barvu komplexu Skrobu s jodem.

Pracovni postup:

— Ptipravte 8 zkumavek a do kazd¢ odlejte asi 1 ml zfedéného Lugolova roztoku.

— Do malé Erlenmeyerovy bainky odméite valeckem 15 ml Skrobového mazu a zahtejte
na ploténce k varu.

— Z davkovace odmeéite do dalsi zkumavky 0,5 ml koncentrované kyseliny
chlorovodikové a opatrné ji ptilijte k vrouci smeési.

— Okamzité odeberte pomoci plastikové pipetky maly vzorek reakéni smési a pfidejte do
prvni zkumavky s Lugolovym roztokem. Banku pfikryjte hlinikovou folii a udrzujte
mirny var.

— Tento postup opakujte kazdou minutu a pozorujte zménu zbarveni.

— Jestlize se jiz Lugoliv roztok hydrolyzatem nebarvi, povaite reakéni smés jeste¢ 3 min,
aby hydrolyza probéhla uplné.

— Se vzorkem hydrolyzatu proved’te Fehlingovu zkousku.

— Zbarveni jednotlivych frakci zapiste do tabulky 2.

Tabulka 2.

zkumavka 1 2 3 4 5 6 7 8

zbarveni

Poznamky:



TRAVENI A VSTREBAVANI LIPIDU

Kli¢ova slova: lipidy, triacylglyceroly, 2-monoacylglyceroly, mastné kyseliny,
esterova vazba, hydrolytické Stépeni tuktli, pankreaticka lipasa (EC 3.1.1.3), tenzidy, soli
zluovych kyselin, volné radikaly, feté¢zova reakce, bunééné membrany, peroxidy, reakce
aldehydii s aminoskupinami, antioxidanty, chelaty.

Reagencie:

1. extrakt pankreatické lipasy
(obsah Pancreolanu ZENTIVA, rozpustit ve 400 ml smési voda - glycerol 1:1,
zfiltrovat)

. olivovy olej

. ethanol

. roztok hydroxidu sodného 0,01 mol/l

. roztok fenolftaleinu v ethanolu 2 g/l.

. fostatovy pufr 0,05 mol/l, pH 7

. fostatovy pufr 0,05 mol/l, pH 9

. roztok soli zlu¢ovych kyselin o koncentraci 100g/1

. roztok kyseliny olejové 10g/ v ethanolu
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Tuky by mély ve vyvazené stravé dospélého ¢lovéka piedstavovat piiblizné 25 - 30 %
energetického pfijmu. Jedna se predevsim o triacylglyceroly, tj. estery glycerolu a mastnych
kyselin, které slouzi jako hlavni energetickd zasoba u vétSiny Zivocichl. Pfi jejich traveni
vtenkém stfevé dochdzi nejprve k hydrolyze esterovych vazeb =za vzniku 2-
monoacylglyceroli a mastnych kyselin (pouze 20 % triacylglycerolli je rozloZeno aZ na
glycerol poté co dojde ke spontanni izomerizaci 2-monoacylglycerolu na 1- ¢ 3-
monoacylglycerol). Volné mastné kyseliny podléhaji zmydelnéni a také funguji jako ptidatné
detergenty, resp. emulgatory. Po vstfebani do enterocytu dochézi k resyntéze triacylglycerold,
které jsou nasledné uvolnény do krevniho obéhu ve form¢ chylomiker.

Vyznam Zlu€ovych kyselin

Triacylglyceroly jsou ve stfevé vzhledem ke své hydrofobii pfitomny ve formé tukovych
kapének, pro jejich efektivni traveni musi nejprve dojit k emulgaci na mensi castice. Tomu
napomaha peristaltika traviciho traktu a zejména ptitomnost zlucovych kyselin a fosfolipida
zluéi. Zluéové kyseliny jsou syntetizovany v hepatocytech z cholesterolu (primarni ZluGové
kyseliny cholovd a chenodeoxycholova) a secernovany do zluce. Plsobi jako detergenty,
hydrofobni ¢ast predstavuje cyklopentanoperhydrofenantrenové jadro, za hydrofilii jsou
zodpovédné hydroxylové skupiny a karboxylova skupina, na kterou mize byt amidovou
vazbou navazan glycin ¢i taurin (konjugované ZluCové kyseliny). 90 — 95 % Zlucovych
kyselin je v termindlnim ileu zpétné resorbovano a prodélava tzv. enterohepatdlni obé¢h.
Plisobenim stfevnich bakterii miize u ¢asti primarnich zlu¢ovych kyselin dojit k dekonjugaci a
k odstranéni hydroxylové skupiny v poloze 7 za vzniku sekundarnich zlucovych kyselin
(kyselina deoxycholova a litocholova).

Pankreaticka lipasa
Hlavnim enzymem zodpovédnym za hydrolyzu triacylglyceroll je pankreaticka lipasa,
¢ast lipidi obsahujicich mastné kyseliny s kratkym a sttedné dlouhym fetézcem (do 12 atomt
uhliku, obsazené piedev§im v kravském mléku) je rozkladdna pisobenim lingvalni a
zaludecni lipasy. U novorozenci je sekrece pankreatické lipasy nedostate¢nd, na Stépeni tuka
se podili lipasa pfitomnd v matetském mléce, kterd je odolna k ptisobeni nizkého zaludecniho



pH a vyzaduje niz§i mnozstvi ZluCovych kyselin. Pankreatickd lipasa je do duodena
uvoliiovana spolecné s proteinovym kofaktorem (kolipazou), ktery tvoii s lipdzou komplex a
zvySuje jeji aktivitu. Ke Stépeni triacylglyceroli dochazi na povrchu emulze tukovych
kapének o velikosti 200 — 500 nm. Vznikajici monoacylglyceroly, diacylglyceroly a mastné
kyseliny vytvareji spolecné¢ se zluCovymi kyselinami, molekulami cholesterolu, kyselinou
lysofosfatidovou a v tucich rozpustnymi vitaminy smésné micely o velikosti 3 — 10 nm.
Nasledné¢ dochazi pasivni difuzi ¢i pomoci pienasect ke vstiebani jednotlivych soucasti
smésnych micel do enterocytd. V hladkém endoplazmatickém retikulu enterocytu dochézi
k reesterifikaci monoacylglyceroli a mastnych kyselin s dlouhym fetézcem na
triacylglyceroly, které jsou ve formé chylomiker uvoliiovany do lymfatického ob&hu. Mastné
kyseliny s kratSim fetézcem (do C10 event. C12) jsou transportovany cestou portalniho obehu
bez reesterifikace.

Cilem praktika je demonstrovat emulgacni schopnosti zlucovych kyselin a jejich
vyznam pro funkci pankreatické lipasy.
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Klinické poznamky:

Pti onemocnénich pankreatu dochdzi ke zvyseni hladiny pankreatické lipasy v plazmé.
Stanoveni pankreatické lipasy spole¢né s pankreatickym izoenzymem o-amylasy se
vyuziva pii diagnostice akutni pankreatitidy.

Orlistat (tetrahydrolipstatin) je irreverzibilni inhibitor Zalude¢ni a pankreatické lipasy.
Spolu s rezimovymi opatienimi mize byt pouzit k 1écbé obezity. Snizuje absorpci
piijatého tuku ve stravé az o 30 %, z mechanismu ucinku vyplyva nezéddouci Gcinek,
steatorhea.

Pti zavaznych chronickych onemocnénich slinivky bfiSni (nejCastéji chronicka
pankreatitida, ale téz cystickd fibr6za - mukoviscidéza) muize dojit k projevim
nedostatecné zevné sekretorické funkce pankreatu, na niz se nejvetsi mérou podili
nedostatek pankreatické lipasy. Dochazi k porusSe traveni a vstiebavani tukd a v tucich
rozpustnych vitaminii, onemocnéni se projevuje vahovym ubytkem, prijmy a
steatoreou. V diagnostice lze vyuzit napt. dechovy test, kterym se stanovi schopnost
organismu rozlozit triacylglyceroly znatené izotopem uhliku °C. Nedostatek travicich
enzymi Ize nahradit podavanim vytazku vepfového pankreatu ve formé
enterosolventnich tablet.

Abetalipoproteinemie (Bassen-Kornzweigliv syndrom) je vzacné vrozené onemocnéni
zpuisobené poruchou funkce proteinu pirenasejiciho triacylglyceroly do lumen
endoplazmatického retikula v enterocytech a hepatocytech (microsomal triglyceride
transfer protein, MTP). Je poruSena tvorba chylomiker a VLDL, onemocnéni se
projevuje malabsorpci lipidd a steatorheou, komplikaci je postizeni nervového
systému.



Vliv soli Zlu¢ovych kyselin na Stépeni tukii katalyzované pankreatickou lipasou

Pankreaticka lipasa katalyzuje Sté€peni esterové vazby triacylglyceroli predev§im v

poloze 1 a 3. Produktem tohoto Stépeni jsou 2-monoacylglyceroly a volné mastné kyseliny.
Soli zlu¢ovych kyselin, plisobici jako anionaktivni tenzidy emulguji v tenkém stievé tuky a
tim usnadiuji interakci mezi tuky a pankreatickou lipasou. Enzym je v tucich nerozpustny a
proto muze projevovat svoji katalytickou uc€innost pouze na povrchu tukovych kapének,
jejichz celkovy povrch se zvySuje pravé emulgaci. Lipasa je timto zpisobem aktivovéana
nepiimo.

Pracovni postup:

Do tii zkumavek napipetujte po 1 ml extraktu lipasy.

Obsah zkumavky 1 povarte 3 min ve vrouci vodni 1azni. Ochlad’te pod tekouci vodou
(slepy vzorek).

Pokracujte v pfipravé inkubacnich smési podle tabulky 1. soucasné ve vsech tfech
zkumavkach.

Tabulka 1.

zkumavka 1 2 3

extrakt lipasy (ml) 1

povarit 3 min ve vrouci vodni 1azni ano - -

destilovana voda (ml) 0,5 0,5 —

roztok soli zlucovych kyselin (ml) - - 0,5

olivovy olej (ml) 0,25 0,25 0,25

spotteba NaOH (ml)

skute¢na spotifeba NaOH (ml) -

volné mastné kyseliny (mmol) -

Obsah zkumavek promichejte a inkubujte 30 min pii 37° C.

Po skonfeni inkubace pfelijte obsah zkumavek do titratnich ban€k, zkumavky
vyplachnéte 2 x 1 ml ethanolu a ethanol pfilijte do odpovidajicich banék.

Hydrolyzaty, obsahujici volné mastné kyseliny, ke kterym ptidate nc¢kolika kapek
fenolftaleinu, titrujte roztokem hydroxidu sodného aZ do riZového zbarveni.

Spotieby hydroxidu sodného zapiste do tabulky 1.

Spottebu hydroxidu sodného v prvni baiice (slepy pokus, odpovidd mnozstvi volnych
mastnych kyselin pfitomnych v olivovém oleji pted lipolyzou) odectéte od spotieby v
titra¢nich baiikach 2 a 3. Ziskané skute¢né spotieby zapiSte do tabulky 1.

Ze skutecné spotfeby vypocitejte mnozstvi volnych mastnych kyselin (mmol),
vzniklych §tépenim olivového oleje.

Vysledky zapiste do tabulky 1.

Poznamky:



Emulgaéni schopnost Zlu¢ovych Kkyselin

Stépeni tukll v tenkém stievé lipasou a vstiebavani monoacylglycerolli a mastnych
kyselin zéavisi na jejich rozptyleni ve vodni fazi. Tomu napomahaji soli Zlu¢ovych kyselin,
které jsou soucasti zluce. Snizuji povrchové napéti na rozhrani obou fazi jako anionaktivni
tenzidy.

Pracovni postup:

— Do zkumavek napipetujte reagencie dle tabulky:

zkumavka ¢. 1 2 3 4
pufr pH 7 (ml) 1,0 1,0 1,0 -
pufr pH 9 (ml) - - - 1,0
destilovana H,O (ml) 0,5 - - 0,5
roztok soli zlu¢. kyselin (ml) - 0,5 - -
ethanol (ml) - - 0,5 -
roztok kyseliny olejové (kapky) 2 2 2 2
Vyhodnoceni

— Zkumavky dobfe protiepejte a inkubujte 10 min vtermoblokupti 37° C

— Porovnejte emulgacni schopnost soli zlucovych kyselin, ethanolu a vyssiho pH podle
projasnéni obsahu zkumavek.

— K hodnoceni vysledkii pouzijte znamének +, —



STANOVENI LIPIDU V PERIFERNI KRVI

Klic¢ova slova: cholesterol, estery cholesterolu, HDL cholesterol, LDL cholesterol,
triacylglyceroly, lipoproteiny, cholesterolesterasa (CHES - EC 3.1.1.13), cholesteroloxidasa
CHOD - EC 1.1.3.6), lipoproteinova lipasa (LPL - EC 3.1.1.34), glycerolkinasa (GYK —
EC 2.7.1.30), glycerolfosfatoxidasa (G30 - EC 1.1.99.5).

Reagencie:

—

vzorek séra
2. souprava Cholesterol (BioSystems):
a) pracovni roztok TC:
PIPES 35 mmol/l, pH 7,0
cholat sodny 0,5 mmol/l
fenol 28 mmol/l
4-aminoantipyrin 0,5 mmol/l
chlorid sodny 20,0 mmol/l
cholesterolesterasa > 0,2 U/l
cholesteroloxidasa > 0,1 U/1
peroxidasa > 0,8 U/l
b) standard TC, koncentrace dle tidaje vyrobce
3. souprava HDL-Cholesterol, (Biosystems):
a) srazeci roztok HDLc:
fosfowolframan 0,4 mmol/l
chlorid hote¢naty 20,0 mmol/l
4. souprava Triglyceridy (Biosystems):
a) pracovni roztok TAG:
PIPES 45mmol/l, pH 7
chlorid hote¢naty 5 mmol/l
ATP 0,9mmol/l
4-aminoantipyrin 0,75 mmol/l
4-chlorfenol 6 mmol/l
L-glycerol-3-fosfatoxidasa > 4 U/l
glycerolkinasa > 1,5 U/l
peroxidasa > 0,8 U/l
lipasa > 100 U/1
b) standard TAG, koncentrace dle udaje vyrobce



Lipidy stanovované v séru pii rutinnim vySetfeni v laboratofi klinické biochemie
zahrnuji celkovy cholesterol (TC), HDL cholesterol (HDL,) a triacylglyceroly (TAG).

Lipidy jako hydrofobni latky jsou v krevnim fecisti transportovany ve formé
hydrofilnich lipoproteinovych ¢astic slozenych z apoproteini, triacylglyceroli (TAG),
cholesterolu, esterti cholesterolu a fosfolipidi. Volné mastné kyseliny jsou transportovany
vazané na albumin. Podle fyzikalnich vlastnosti a chemického slozeni jsou lipoproteinové
castice déleny do 4 zékladnich tiid (viz tabulka):

Tabulka 1. Zakladni rozdéleni a charakteristika lipoproteinovych ¢astic

déleni dle hustoty | 1 ik g VLDL LDL HDL
(ultracentrifugace)
elektroforeticka zlistanou na pre-beta beta alfa
pohyblivost startu
hustota (g/ml) 0,98 1,006 1,019 -1,063 | 1,063 — 1,21
velikost 100-1000nm | 30-70nm 15-25nm 7,510 nm
typicky apoprotein B-48 B-100 B-100 A-1
% zastoupeni proteinu 1 10 20 50
% zastoupeni 5,5 19 45 15
cholesterolu
% zastoupeni TAG 90 50 10 5
% zastoupeni PL 3,5 20 25 30
zakladni funkce transport TAG | transport TAG transport reverzni
ptijatych Z jater cholesterolu transport
v potrave k perifernim k perifernim cholesterolu
k perifernim tkanim tkanim z tkani do jater
tkanim

Lipoproteinové c¢astice jsou produkovany v jatrech (VLDL, HDL), v tenkém stfevé
(chylomikra, HDL), LDL a IDL vznikaji katabolismem VLDL v krevnim fecisti. Jednotlivé
apoproteiny jsou dileZitou strukturni soucésti lipoproteinové castice zodpovédnou za jeji
hydrofilitu (apoB-48, apoB-100, apoA), slouzi jako vazebné molekuly pro bunécné receptory
(apoB-100, apoE) a jako kofaktory enzymu (apoC-I1, apoC-III, apoA-I).

Dalsim lipoproteinem je lipoprotein (a) [Lp(a)]. Je to Castice, ktera se sklada z molekuly
LDL, jejiz apolipoprotein apo-B-100 se vaze disulfidovou vazbou se specifickym
glykoproteinem apo(a). Lp(a) mize mit rizné velikosti v zavislosti na izoformach. Ukazuje
se, ze apolipoprotein (a) mulZe vzhledem k strukturdlni podobnosti s plazminogenem
inhibovat fibrinolyzu. Tento efekt neni mozno pozorovat u LDL bez apolipoproteinu (a). Gen
kodujici apo(a) se nachazi na dlouhém raménku chromosomu 6 pobliZ genu pro plazminogen.
Lp(a) je povazovan za aterogenni rizikovy faktor, ktery je nezavisly na dalSich lipidovych
parametrech a na exogennich faktorech, jako je napf. dieta. Jeho hladina je vétSinou geneticky
determinovana. ZvySené hladiny Lp(a) maji vysokou prediktivni hodnotu pro korondrni
srdecni onemocnéni, zejména v kombinaci se zvySenymi hladinami LDL cholesterolu.
Zatimco stanoveni celkového cholesterolu a triacylglycerolii se pouZzivé pro Ucely skriningu,
meéteni Lp(a) je, kromé LDL cholesterolu, HDL cholesterolu, apolipoproteinu A 1 a
apolipoproteinu B, cennym néstrojem pro diferencidlni diagnoézu koronarnich srde¢nich
onemocnéni. Normalni hodnota koncentrace Lp(a) je <0,3 g/l.



V perifernich tkénich jsou z Castic bohatych na TAG (chylomikra, VLDL) ptsobenim
lipoproteinové lipasy (LPL) uvoliiovany volné mastné kyseliny, které jsou v bunkach vyuzity
jako zdroj energie nebo ulozeny ve formé triacylglyceroli. HDL ¢astice maji schopnost
odebirat cholesterol z bunécnych membran a hraji kliCovou ulohu v reverznim transportu
cholesterolu.

Biochemické vySetfeni lipidového metabolismu obvykle zahrnuje stanoveni hladiny
TAG a celkového cholesterolu a ev. jeho HDL a LDL frakce. SpiSe nez pfimym stanovenim
je LDL cholesterol dopocitan podle tzv. Friedewaldova vzorce (LDL-cholesterol = celkovy
cholesterol — HDL-cholesterol — TAG/2,2). Vypocet je zalozen na odhadu obsahu
cholesterolu ve VLDL c¢asticich na zakladé sérové koncentrace TAG, nelze ho vSak pouzit pti
hladin€ TAG vyssi nez 4 - 4,5 mmol/l.

Alternativou stanoveni cholesterolu v jednotlivych frakcich lipoproteini je piimé
stanoveni jednotlivych apoproteinii reprezentujicich aterogenni castice (apo B-100) a HDL
(apo A-I) castice. Pomér apoB-100/apoA-I miize v nekterych piipadech (diabetici, pacienti
s metabolickym syndromem ¢i s hypertriacylglycerolemii) presnéji pispivat k odhadu rizika
kardiovaskularni piihody. Elektroforéza lipoproteinii (Obr. 1.) je v bézné Iékarské praxi
vyuzivana jen malo, byla vSak zdkladem pro dfive pouzivanou klasifikaci
hyperlipoproteinemii dle Fredricksona.
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Obr. 1. Srovnani elektroforeogramu séra obarveného na proteiny (A) a lipidy (B)

Klinické poznamky:

* Dyslipidemie (dyslipoproteinemie) jsou charakterizovany zvySenou hladinou a/nebo
nevhodnym zastoupenim jednotlivych lipoproteinovych castic (nejcastéji snizenim
HDL). Hladina lipidi v krvi pfedstavuje jeden z vyznamnych rizikovych faktorti
aterosklerozy a jejich komplikaci (ischemicka choroba srdecni, cévni mozkové
piihody, ischemickd choroba dolnich koncetin). Kromé& znalosti celkové hladiny
cholesterolu v plazmé je vSak k odhadu kardiovaskularniho rizika dilezitd téZ znalost
zastoupeni cholesterolu v jednotlivych typech lipoproteinovych ¢astic. Vysoka hladina
HDL cholesterolu piedstavuje protektivni faktor, zatimco LDL cholesterol a
predevsim malé denzni LDL ¢&éstice jsou vysoce aterogenni.

*  Dyslipidemie délime na

1) izolovanou hypercholesterolemii
2) kombinovanou hyperlipidemii

3) izolovanou hypertriacylglycerolemii



Toto déleni nahradilo vzhledem ke své prakti¢nosti diive pouzivanou klasifikaci dle
Fredricksona. Hranice, pod kterou jsou koncentrace celkového, LDL cholesterolu a TAG
povazovany za normdlni, se neustdle snizuje a zavisi mj. na dalSich rizikovych faktorech
kardiovaskuldrnich onemocnéni. Doporuéené hodnoty pro bé&Znou populaci v CR uvadi
tabulka 2.

Pted rozhodnutim o zahajeni 1écby dyslipidemie maji byt provedeny alesponn 2 odbéry
vrozmezi 1 — 8 tydnd ve stejné laboratofi (pacient ma v t¢ dobé dodrzovat sviij obvykly
zivotni styl, zplisob stravovani a vyraznéji neménit svou télesnou hmotnost). Pii vétSim nez
15 —20% rozdilu vysledkdl obou vysetfeni je vhodné tteti stanoveni. 10leté riziko fatalniho
kardiovaskularniho onemocnéni 1ze odhadnout na zaklad¢ pohlavi, véku, systolického TK,
celkového cholesterolu a kutfackych navyki ztabulek SCORE. Za osoby s vysokym
kardiovaskularnim rizikem povazujeme vSechny osoby s 10letym rizikem umrti na
kardiovaskularni pfihodu ve vysi >5 %.

Tabulka 2. Cilové hodnoty pro bé&znou populaci CR (Ceska spole¢nost pro aterosklerézu

2007)
celkovy cholesterol < 5 mmol/l
LDL cholesterol <3 mmol/l
HDL cholesterol muzi > 1,0 mmol/l,
zeny > 1,2 mmol/l
TAG < 1,7 mmol/l

Obr. 2. Tabulky SCORE pro ¢eskou republiku
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Stanoveni celkového cholesterolu (TC)

Pro stanoveni celkového cholesterolu se pouziva enzymova metoda, ktera zahrnuje tyto
tf1 enzymové reakce:
1. Hydrolyzu esterti cholesterolu cholesterolesterasou (CHES):

CHES
estery cholesterolu ——— cholesterol + mastné kyseliny

2. Oxidaci cholesterolu cholesteroloxidasou (CHOD) za soucasné tvorby peroxidu
vodiku:

CHOD
cholesterol + O, ——— 4-cholesten-3-on + H,O»,

3. Oxidativni kopulaci 4-aminoantipyrinu s fenolem a peroxidem vodiku
katalyzovanou peroxidasou (POD) za tvorby barevného produktu:

POD
2 H,0, + 4-aminoantipyrin + fenol ——— barevny produkt

Pracovni postup:

— Vzorek séra i standard zpracujte v tripletu, slepy vzorek jednou.
— Do zkumavek napipetujte roztoky podle tabulky 3. Malé objemy pipetujte ke dnu
zkumavek.

Tabulka 3.

reagencie (ml) vzorek standard slepy vzorek

sérum 0,01 - -
standard TC - 0,01 -
destilovana voda - - 0,01
pracovni roztok TC 1,0 1,0 1,0

— Reakéni smés nechte inkubovat 10 min pfi pokojové teploté.

— Do 10 min po skonc¢eni inkubace zméite absorbanci vzorki séra (A,,) 1 standardu (Ag)
pii 500 nm, vysledek zapiste do tabulky 4.

— Z priméru naméfenych hodnot absorbance vzorku a standardu a z koncentrace
standardniho roztoku TC vypocitejte koncentraci celkového cholesterolu.

— Vysledky zapiste do tabulky 4.



Tabulka 4.

vzorek ¢é.:

absorbance

priumér

¢ (mmol/l)

sérum

standard

Poznamky:




Stanoveni HDL cholesterolu (HDL-C)

Lipoproteiny VLDL a LDL jsou selektivné vysrazeny ucinkem fosfowolframanu a
hofe¢natych iontd Mg*". Po odstranéni sraZeniny centrifugaci je nasledné v supernatantu
(obsahuje nevysrazené HDL castice) stanovena koncentrace cholesterolu podobné jako
v ptipad¢ stanoveni celkového cholesterolu.

Pracovni postup:

— Do mikrozkumavky s piipravenymi 0,2 ml séra piidejte 0,5 ml srazeciho roztoku a
opatrné protfepejte prevracenim zkumavky.

— Nechte stdit 10 min pii laboratorni teplot¢ a potom centrifugujte 10 min pii
4000 ot./min.

— Supernatant opatrné odlijte do nové mikrozkumavkya pouzijte k ptipravé vzorku pro
stanoveni HDL.

— Vzorek séra (supernatant) a standard zpracujte v tripletu, slepy vzorek jednou.

— Do zkumavek napipetujte roztoky podle tabulky 5. Malé objemy pipetujte ke dnu

zkumavek.
Tabulka S.
reagencie (ml) vzorek standard slepy vzorek
supernatant 0,05 - -
standard TC — POZOR! -
0,01

destilovana voda - 0,05 0,05
pracovni roztok TC 1,0 1,0 1,0

Reakéni smés nechte inkubovat 30 min pii pokojové teplote.

Do 10 min po skonceni inkubace zmétte absorbanci vzorki séra (Ay,) 1 standardu (Ag)

pii1 500 nm, vysledek zapiSte do tabulky 6.

Z praméru nameétfenych hodnot absorbance vzorku a standardu a z koncentrace

standardniho roztoku TC vypocitejte koncentraci HDL cholesterolu.

Vysledky zapiste do tabulky 6.

Tabulka 6.

vzorek ¢.:

absorbance

prumér

¢ (mmol/l)

sérum

standard

Poznamky:




Stanoveni triacylglyceroli (TAG)

Enzymové stanoventi triacylglyceroli zahrnuje tyto reakce:
. Hydrolyzu triacylglycerolt katalyzovanou lipoproteinovou lipasou (LPL):

LPL
triacylglyceroly + H,O ——— glycerol + mastné kyseliny

. Fosforylaci uvolnéného glycerolu katalyzovanou glycerolkinasou (GK):

GK
glycerol + ATP ——— glycerol-3-fosfat + ADP

. Oxidaci glycerol-3-fosfatu na dihydroxyacetonfosfat katalyzovanou enzymem
glycerolfosfatoxidasou (GPO):

GPO
glycerol-3-fosfat ——— dihydroxyacetonfosfat + H,O,

. Vznikly peroxid vodiku se vyuzivad k oxidacni kopulaci 4-aminoantipyrinu s 4-
chlorfenolem na barevny produkt. Reakce je katalyzovana peroxidasou (POD):

POD
2 H,0O; + 4-aminoantipyrin + 4-chlorfenol ——— barevny produkt

Pracovni postup:

Vzorek séra (pouzivany v uloze 1.) i standard TAG zpracujte v tripletu, slepy vzorek
jednou.

Do zkumavek napipetujte roztoky podle tabulky 7. Malé objemy pipetujte ke dnu
zkumavek.

Tabulka 7.

reagencie (ml) vzorek standard slepy vzorek
sérum 0,01 - -
standard TAG - 0,01 -
destilovana voda - — 0,01
inkubac¢ni smés TAG 1,0 1,0 1,0

Reak¢ni smés nechte inkubovat 15 min pfi pokojové teplote.

Do 60 min po skon¢eni inkubace zméite absorbanci vzorkll (Ay,) 1 standardu (Ay) pfi
500 nm, vysledek zapiste do tabulky 8.

Z priméru naméfenych hodnot absorbance vzorku a standardu a koncentrace
standardniho roztoku TAG vypocitejte koncentraci triacylglycerolii.

Vysledky zapiste do tabulky 8.



Tabulka 8.

vzorek ¢.:

absorbance

priamér

¢ (mmol/l)

sérum

standard

Poznamky:




Vypocet LDL cholesterolu a HDL indexu podle Friedewalda
Distribuci cholesterolu v krevni plazmé lze vyjadiit vztahem:
celkovy cholesterol = ¢; + ¢, + ¢3

¢; = HDL cholesterol
¢» = LDL cholesterol
¢; = VLDL cholesterol

Frakce VLDL obsahuje vSechny typy triacylglycerol, jejichz molarni frakce je
konstantni. Koncentraci VLDL cholesterolu je mozno nahradit pfiblizn¢ jednou polovinou
koncentrace TAG ve vzorku séra (TAG/2,2). Pro vypocet distribuce cholesterolu mezi
lipoproteiny staci tedy stanovit celkovy cholesterol, HDL cholesterol a triacylglyceroly ve
vzorku séra.

LDL, (mmol/l) =TC — HDL, - VLDL = TC — HDL, - TAG/2,2

TC

HDL index =
HDL.

K vypoctu pouzijte naméfené hodnoty a vysledky zapiste do tabulky 9.

VYHODNOCENT:
Tabulka 9.
Naméiené |Referencni
hodnoty  |rozmezi

TC (mmol/l) <5
HDLc (mmol/l) Muzi>1,0

Zeny> 1,2
LDLc (mmol/l) <3
TAG (mmol/l) <1,7
HDL index <4




Stanoveni TC a TAG ve vlastni kapilarni krvi pomoci pristroje REFLOTRON®

Analyzator Reflotron ® Roche (obr. 3.) vyuZiva ke stanoveni analytil principu tzv. suché
chemie. Vlastni méteni je zalozeno na technice reflexni fotometrie, pii niz se méfi intenzita
odrazeného zateni od homogenné zbarvené podlozky.

(=]

Obr. 3. Reflotron® Plus (Roche). 1 — tiskarna, 2 — displej, 3 — indikacni LED diody, 4 —
podavac¢ a komora pro méfeni reagencniho prouzku, 5 — stojanek na reagencie

Reakce probihaji na pevném nosi¢i (reagencni zéna prouzku), ktery obsahuje sucha
¢inidla, aktivovatelna vodou obsaZenou v naneseném vySetfovaném vzorku. Reagencie
potiebné pro reakci jsou nanesené az pod vrstvou sklenénych vldken, na kterych se zachyti
krvinky. Reflotron mtize analyzovat plnou krev, plazmu nebo sérum.

Pfipojeny pocita¢ umoziiuje ze stanovenych hodnot spocitat koncentraci LDL¢ dle
Friedewalda a vyhodnotit kardidlni riziko pacienti.

Pracovni postup:

— Zapnéte piistroj - na displeji se objevi datum a Cas.

—  Vygkejte, az se zobrazi zprava PRIPRAVEN K MEREN{

— Vyjméte testovaci prouzek z tuby a ihned ji uzaviete. Neuzavieni tuby ma za nasledek
znehodnoceni hygroskopického ¢inidla ulozeného v zitce, a tim znehodnoceni
testovacich prouzkd.

— Promasirujte lehce Spicku prstu, abyste zvysSili prokrveni a tak usnadnili odbér.
Nezapomeiite na dezinfekci! PouZzijte zafizeni pro vpich do prstu (lanceta a Autoclix).
Optimalni misto vpichu u dospélych je stied bfiska prstu (ze strany).

— Kapilarni krev nechte voln¢ vzlinat (pouze vlivem kapilarnich sil) po barevnou rysku
do heparinizovanych kapilar. Prebytecnou krev otfete na vnéjSim povrchu kapilary
¢tvereckem buniciny.



— Odtrhnéte kryci folii z reagen¢niho prouzku.

— Pomoci aplikatoru naneste 32 ul krve z kapilary na ptislusny reagencni prouzek.

— Reagenéni prouzek umistéte vodorovné do podavace pfistroje, na displeji se objevi
zprava ZAVRETE DVIRKA.

— Po zavfeni dvifek probihd ¢teni magnetického kodu a na displeji se objevi nazev
zadaného analytu.

— Po ukonc¢eni méfeni pfistroj zobrazi stanovenou koncentraci.

— Ziskané hodnoty zapiste do tabulky 10.

— Nameétené hodnoty TC a TAG pouzijte k vypoctu LDLc (klavesa F3).

— Pri vypoctech zadavejte pfislusné parametry podle pozadavkll pocitace, kazdou
odpovéd potvrd'te klavesou ENTER.

Poznamka: Pristroj odhaduje kardialni riziko a vysledky zobrazi v nasledujici formé:
vyskyt — pravdépodobnost infarktu v pritbéhu 4 let v %
faktor — kolikrat je rizikovy faktor pacienta vyssi ve srovndni s lidmi stejné
vekové skupiny

Tabulka 10.

celkovy cholesterol (mmol/l)

HDL cholesterol (mmol/l) (nutno zadat, nestanovuje se)

triacylglyceroly (mmol/l)
LDL cholesterol (mmol/1)
HDL index




DUSIKOVA BILANCE

Kli¢ova slova: mocovina, kreatinin, kyselina mocova, esencidlni aminokyseliny,
metabolismus bilkovin, katabolismus, anabolismus.

Reagencie:

vzorky séra S1 a S2
vzorek moce
standardni roztok mocoviny, koncentrace dle udaji vyrobce
souprava Mocovina BUN-color (BioSystems):
a) pracovni roztok A:
salicylat sodny 62 mmol/l
nitroprusid sodny 3,4 mmol/l
fosfatovy pufr 20 mmol/l, pH 6,9
ureasa 500 U/ml
b) pracovni roztok B:
chlornan sodny 7 mmol/l
hydroxid sodny 150 mmol/l

Lo -



Dusikova bilance je rozdil mezi mnozstvim dusiku do organismu piijatého a mnozstvim
dusiku z organismu vylouc¢eného. Hlavni zdroj ptisunu dusiku ptfedstavuje dusik obsazeny
v aminokyselinach bilkovin. Rovna-li se mnozstvi dusiku do organismu dodan¢ho mnozstvi
dusiku z organismu vylouc¢eného, hovotime o vyrovnané dusikové bilanci. Kladna dusikova
bilance nastava v piipadech, kdy je mnozstvi pfijatého dusiku vys$si, nez mnozstvi dusiku
z organismu vylouc¢eného. Naopak, zaporna dusikova bilance nastava v situacich, kdy je
mnozstvi vylu¢ovaného dusiku vyssi, nez mnozstvi dusiku dodaného.

V klinické praxi se dusikova bilance vyuZiva pro monitorovani nutri¢niho stavu
pacienta, zejména tam, kde hrozi vznik stavu malnutrice. Malnutrici z klinického hlediska
délime na dva typy, a to na prosté hladovéni a stresové hladovéni. Prosté hladovéni vznika
pfi omezeni pfisunu zivin. Ke stresovému hladovéni dochazi pfi stresové reakci organismu,
ktera spousti proteokatabolismus i v pfipadech, kdy je vyvazeny piisun zivin zajiStén. Stavy
stresového hladovéni vznikaji pfi tézkych turazech, napf. pii rozsahlych popdleninach.
Vypocet dusikové bilance je zde vhodnou metodou pro monitorovani metabolismu bilkovin.

Pro stanoveni dusikové bilance je tieba pripomenout, ze vylu¢ovani dusiku se nedéje
pouze ve form¢ mocoviny, ale urCity podil je také vylucovan v moci ve form¢ kreatininu,

NH |, kyseliny mocové, dale ve stolici a kiiZi.



Stanoveni koncentrace mocoviny

Mocovina je kone¢ny produkt detoxikace amoniaku, ktery je hlavnim produktem
metabolismu bilkovin. Dale vznika jako produkt bakteridlniho metabolismu ve stfeve, kde
dochazi k jeho vsttebavani do portalniho fecisté a zpracovani na mocovinu v jatrech.

Protoze koncentrace mocoviny v krvi zavisi na metabolickém obratu bilkovin, funkci
jater, funkci ledvin, kterymi je vylu¢ovana a hydrataci organismu, udaje o koncentraci
mocoviny v krvi predstavuji cennou informaci pro klinické hodnoceni fady parametrt.
Pohybuje se v rozmezi 2,0 — 8,0 mmol/l.

Metabolismus bilkovin je tizce propojen s metabolismem sacharidi a mastnych kyselin.
Pfi urcitém zjednoduseni je mozné konstatovat, ze u zdravého dospélého jedince je pii
vyvazeném a dostatecném piisunu energetickych zdrojii v podobé sacharidi a mastnych
kyselin  metabolismus  bilkovin v rovnovaze, intenzita proteokatabolickych a
proteoanabolickych déjii je vyrovnana. Za urcitych situaci, jako je rust détského organismu,
rist plodu v téhotenstvi nebo reparace poSkozenych tkani, dochazi k prevaze d&ji
proteoanabolickych. Zvysena syntéza bilkovin poskytuje stavebni material potfebny pro riist a
reparaci tkani. Naproti tomu v situacich, kdy je pfisun energetickych zdroji a bilkovin
omezen nebo dochdzi k intenzivnim stresovym reakcim v disledku zavazného posSkozeni
organismu, proteokatabolické dé&je prevazi. V ptipadé proteokatabolismu jsou strukturalni
bilkoviny organismu degradovany a jejich Stépné produkty aminokyseliny jsou
spotiebovavany za ucelem syntézy glukosy v reakcich glukoneogeneze.
Jelikoz jsou pfi syntéze glukosy vyuzivany pouze uhlikové skelety aminokyselin, jejich
aminoskupiny musi byt odStépeny. To se déje prostfednictvim transaminacnich procesli nebo
za vzniku amoniaku. Aby mohly byt aminoskupiny a toxicky amoniak vylouceny
z organismu, jsou v ornitinovém cyklu zpracovany tak, Ze vznika netoxickd mocovina, ktera
je nasledné v moci vyloucena z organismu. Z popsané¢ho principu vyplyva, ze v situacich, kdy
dochézi k posunu metabolismu bilkovin ve smyslu jejich degradace, dochazi zaroveii i ke
zvySené produkci mocoviny. Stanoveni mocoviny v moci spolen¢ s dalSimi udaji poskytuje
cenné informace pro posuzovani metabolického stavu organismu. Moc€oviny se denné moci
vylouc¢i 167 — 583 mmol/24 hod, tj. 10,03 — 35,015 g/24 hod.



Pro stanoveni dusikaté bilance obdrzite tii vzorky od jednoho pacienta:
S1 = prvni odbér séra
S2 = sérum odebrané po 24 hod
U = vzorek moce z 24 hod sbéru

POZOR! MOC JE ZREDENA 50x, VYSLEDEK VYNASOBTE REDENIM.

Stanoveni je zalozeno na hydrolytickém $tépeni mocoviny, katalyzovaném ureasou, na
amoniak a oxid uhli¢ity:

ureasa

mocovina + HL O — 2 NH; +CO;

Vznikly amoniak se stanovuje barevnou reakci se salicylatem sodnym a
alkalickym roztokem chlornanu sodného:

nitroprusid
NH  +salicylat + NaCIO ——— indofenol

Pracovni postup:

- Vzorky séra, moce a standard zpracujte v dubletu, slepy vzorek pouze jednou.
- Napipetujte reagencie do zkumavek podle tabulky 1.

Tabulka 1
reagencie (ml) sérum (S) mo¢ (U) standard blank
sérum 0.01 - - -
moc (zfedénd 50x) - 0.01 - -
standard - - 0.01 -
destil.voda - - - 0.01
pracovni roztok A 1 1 1 1
promichat a inkubovat 10 min pfi pokojové teplote
pracovni roztok B 1 1 1 1

— Promichejte a inkubujte 10 minut pfi pokojové teplote.

— Zméite absorbanci standardu a vzorku proti slepému vzorku pii 600 nm. Zbarveni je
stabilni nejméné 2 hodiny.

— Vypocitanou koncentraci moc¢i vynasobte fedénim (50x), vysledky napiste do
tabulky 2.



Tabulka 2

vzorek absorbance E;:;l::i;na ¢ (mmol/l)
standard
S1
S2

U




Vypocet dusikové bilance

Dusikova bilance je urCovdna metabolismem proteini. Za normalnich okolnosti se
organismus nachdzi v dusikové rovnovaze, tzn. ptivod dusiku v potravé je stejny jako jeho
ztraty v exkretech. Minimalni pifijem bilkovin pro udrzeni vyvazené dusikové bilance je
30 g/24 hod. Kdyz pfijem dusiku ptevysuje jeho vydej, jde o pozitivni dusikovou bilanci.
Negativni dusikova bilance je charakterizovana prevahou ztrat.

Ma-li byt dusikova bilance vyvdzend, musi bilkoviny v potravé obsahovat
aminokyseliny postradatelné i nepostradatelné v pfiméfeném mnozstvi a poméeru. Nedostatek
jediné esencidlni aminokyseliny zméni dusikovou bilanci na negativni a ani velky ptebytek
postradatelnych aminokyselin tento stav nezlepsi.

Pro vypocet dusikové bilance uvedenych pacientli pouzijte hodnoty ziskané v uloze 1.

pacient A muz B Zena C muz D Zena
hmotnost (kg) 70 60 60 70
ptijem bilkovin (g) 150 150 150 150
diuréza (1/24 hod)*
teplota (°C) 38,2 36,4 37,1 36,7

* bude zadana

Piijem (g N/24 hod):

definovana vyziva:
— piijem dusiku vypocitejte z uvedeného ptijmu bilkovin, vysledek zapiste do tabulky 4.

Vydej (g N/24 hod):
ztraty N moci:

— 80 % se vylucuje formou mocoviny (vypocitejte z hodnot ziskanych v tloze 1.)

— 20 % se vylucuje formou kreatininu, NH | a kyseliny mocové (vypocitejte z hodnoty
N vylou¢eného mocovinou)

— vypocitejte celkovy dusik vylou¢eny moci — vysledky zapiste do tabulky 3.

ztraty N kizi a stolici:
— jsou pfiblizné stabilni, méni se podle t&lesné teploty:

~ d037°Cl0g
~ 37-38°Cl3g
~ 38-39°C15g
~ 39-40°C18¢g

— ztraty vypocitejte podle zadané teploty pacienta
— vysledek zapiste do tabulky 3.



zadrzeny N v télesné vodé:
— stoupne-li béhem 24 hod koncentrace mocoviny v séru, znamena to, zZe ¢ast vytvorené
mocoviny nebyla vyloucena. Vzhledem ke své dokonalé rozpustnosti je mocovina
distribuovana v celkové télesné vode. ZvySeni koncentrace mocoviny v séru
o 1 mmol/l béhem 24 hod znamend u 100 kg muze zadrzeni 60 mmol urey (celkova
télesna voda u muze = 0,6 télesné hmotnosti, u zeny = 0,55 télesné hmotnosti).
— zadrz vypocitejte z rozdilu koncentraci v séru (viz tabulka 2), vysledek zapiste do

tabulky 3.

Tabulka 3.

N vylouceny
mocovinou/24h (g)

celkovy N
vylouceny moci (g)

ztraty N kuzi
a stolici (g)

N zadrZeny
v télesné vodé (g)

celkovy N vylouceny moci (g/24 hod) = ¢, (mmol/24 hod) - 0,028 - 1,25-diuréza

celkovy N zadrzeny v télesné vodé = (csx — cs1) - 0,028 - t.hm. - faktor t.hm.

VYHODNOCENI:

ptepocet mmol mocoviny na g N = 0,028

vypocet ztraty celkového N moci = 1,25

Ptijem vétsi nez vydej: anabolismus, efektivni zpracovavani bilkovin potravy (rust,

hojeni ran).

Vydej vétsi nez ptijem: katabolismus, nedostate¢na vyziva, odbourdvani bilkovin téla.

Tabulka 4.

vzorek €.

prijem N (g)

vydej N (g)

N bilance




TETRAPYRROLY

Klicova slova: komplexni slouceniny, pyrrol, porfyriny, hem, myoglobin,
hemoglobin, hemoproteiny, metaloproteiny, prosthetickd skupina, bilirubin, konjugovany
bilirubin, glukuronosid.

Reagencie:

1. nesrazlivé krev

2. krev nasycené oxidem uhelnatym

3. Ajatin

4. vzorek nesrazlivé krve pro stanoveni hemoglobinu

5. Drabkinovo ¢inidlo (roztok 50 mg kyanidu draselného a 200 mg ferrikyanidu draselného
v 1 ml roztoku dihydrogenfosfore¢nanu draselného 140 mg/l) !JED!

6. vzorek krevniho séra pro stanoveni bilirubinu

7. standard bilirubinu

8. Cinidlo diazo I (roztok kyseliny sulfanilové 5 g/l v kyseliné chlorovodikové 0,6 mol/l)

9. pracovni reagent (Dusitan sodny 11,6 mmol/l. 1 ml + AT)

Vlastnosti hemoglobinu

Mezi tetrapyrroly, tj. slouceniny obsahujici ve své struktufe Ctyii pyrrolova jadra
spojena methylenovymi nebo methinovymi mistky, ndlezi hem — prostetickd skupina
hemoglobinu a dalSich hemoproteini (myoglobin, n¢které oxidoreduktasy).

Pyrrolova jadra spojena methylenovymi mustky se nazyvaji porfyrinogeny, kdezto
pyrroly spojené methinovymi mustky jsou profyriny k nimz nalezi hem.

Hlavni funkci hemoglobinu je transport O, a CO,, mezi plicemi a tkanémi. Podili se
rovnéz na udrzovéni acidobazické rovnovéhy vnitiniho prostiedi (transport H™ a CO,).

Oxid uhelnaty se vaze na hem asi 230 — 270krat pevnéji nez O, a tak blokuje transport
kysliku. Kromé toho je hem schopen prenaset CN™ a SH™ k cytochromiim dychaciho fetézce,
kde v diisledku pevné vazby na Fe’” cytochromoxidasy blokuji pienos elektronii na O .

Pfi prvni pomoci u intoxikaci kyanidy musi byt terapie nasazena béhem nékolika minut:
¢ichanim amylnitritu se hemoglobin oxiduje na methemoglobin, ktery pevné navaze CN™~ za
vzniku kyanomethemoglobinu. Déle se poda i.v. roztok Na,SO;, kterym se plsobenim
enzymu kyanidsulfurtransferasy neboli rhodanadasy pifevedou volné CN™ na netoxicky
thiokyanat (SCN") a ten se snadno vylou¢i moci. Takto se zabrani vazbé CN na hemové
proteiny vcetné cytochromu Psso. Misto amylnitritu lze v prvé fazi podat i.v. kobalamin
(vitamin By») ktery rovnéZ vyvéze volné CN™ za vzniku kyanokobalaminu.

Produktem katabolismu hemu je bilirubin a tzv. zlu¢ovéa barviva.

1.1. Spektralni krivky derivati hemoglobinu

Pii otravach oxidem uhelnatym (vyfukové plyny, nedostate¢né spalovani, zdrojem
exposice je 1 koufeni) se na hemoglobin (ferrohemoglobin) vaze oxid uhelnaty. Vznikly
karbonylhemoglobin nemuze véazat kyslik, tim se snizuje pfisun kysliku do tkani a vznika
tkanova hypoxie.



Utinkem oxidacnich &inidel dochézi k oxidaci Fe’' na Fe’', vzniki hemin
(methemoglobin, ferrihemoglobin) a je inhibovan pfenos kysliku. K methemoglobinemii
dochazi naptiklad pfi otravach dusitany, chlorecnany, anilinem a anilinovymi barvivy,
nitrobenzenem 1 nékterymi 1éky jako je napft. fenacetin, antipyrin.

Pro rychlou identifikaci hemoglobinovych derivatl lze vyuzit jejich absorpcni spektra.
Absorp¢ni spektrum oxygenovaného hemoglobinu (oxyhemoglobin, HbO,,) ma dvé
charakteristickd maxima pti 576 a 541 nm. Spektrum deoxygenovaného hemoglobinu (Hb)
vykazuje pouze jedno absorpcni maximum pii 555 nm. Spektrum karbonylhemoglobinu
(HbCO) mé dva vrcholy pii 572 a 539 nm, hlavni maximum heminu (MetHb) lezi pii
633 nm. Sulfhemoglobin (SHb), ktery vznika pii intoxikaci sulfanem (sirovodikem), ma
vyrazné absorbéni maximum pii 622 nm. Spektralni kiivky HbO, a HbCO lIze dale rozlisit
redukei (napt. pomoci S*7) HbO na Hb. Tato zména se odrazi ve zm&né prisluiné spektralni
ktivky, v ptipadé¢ HbCO se poloha maxim ve spektru nezméni.
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Obr. 1. Spektralni kiivky

Pracovni postup:

— Porovnejte spektralni kiivky deoxygenovaného hemoglobinu, oxyhemoglobinu,
methemoglobinu a karbonylhemoglobinu.

1.2. Diikaz karbonylhemoglobinu zkouskou s Ajatinem

Pracovni postup:

— Nesrazlivou krev pied pouzitim promichejte.

— Do jedné malé zkumavky napipetujte 0,05 ml nesrdzlivé krve, do druhé 0,05 ml
krve obsahujici karbonylhemoglobin (porovnejte zbarveni).

— Do obou zkumavek pfidejte 0,25 ml Ajatinu a zkumavky lehce protiepejte (roztok
nesmi pfili§ pénit).

— Do kazdé zkumavky piidejte 5 ml destilované vody a promiche;jte.



— Po 5 min porovnejte zbarveni v obou zkumavkach. Normalni krev poskytuje hnédé
zbarveni, které stanim ptechazi do zelena, v pfitomnosti karbonylhemoglobinu je
zbarveni jasné Cervené a stalé.

1.3. Stanoveni koncentrace hemoglobinu v krvi

Tato metoda vyuzivd meétfeni absorbance stabilniho kyanohemiglobinu. jehoz jediny
absorpéni pas pfi 540 nm ma molarni absorpcni koeficient 44 000. Drapkinovo (kyanidové)
¢inidlo, pouzivané v tomto stanoveni, obsahuje hexakyanozelezitan draselny a kyanid
draselny. Hexakyanozelezitan draselny oxiduje hemoglobin v nesrazlivé krvi na hemiglobin,
na jeho Fe’” se nasledné vazi kyanidové anionty.

Kyanidové anionty maji vyrazn€ vyssi afinitu k zelezitému iontu nez k zeleznatému;
v organismu blokuji ionty CN™ bun&né dychani, protoZe vazbou na Fe’" cytochromoxidasy
dychaciho fetézce v mitochondriich je zablokovan pfenos elektronil na kyslik.

Pracovni postup:

— Vzorek krve zpracujte v tripletu.

— Do kazdé zkumavky odméite z davkovace 2.5 ml Drapkinova ¢inidla a automatickou
pipetou piidejte 10 pl krve (krev pred pipetovanim dobre promichejte krouzivym
pohybem, pipetujte ode dna nadobky).

— Spi¢ku pipety vzdy jesté 3x vyplachnéte obsahem zkumavky (3pi¢ku pipety
nevyndavejte z kapaliny).

— Pfipravené vzorky dobie promichejte a nechte stat 10 min pii laboratorni teplote.

— Zmgéite absorbanci vzorkt proti kyanidovému ¢inidlu pti 540 nm. Vysledky zapiste do
tabulky 1.

— Z naméfenych hodnot spocitejte primérnou hodnotu absorbance, kterou pouzijete
k vypoctu.

— Latkovou koncentraci hemoglobinu vypocitejte pomoci molarniho absorpéniho
koeficientu (= 44 000) podle vztahu (viz Priace s automatickymi pipetami a
spektrofotometrem):

cyp (mmol/l) = ———=A,, - 5,7

— Vysledek zapiste do tabulky 1.
— Hmotnostni koncentraci hemoglobinu (Mr = 64 458) vypocitejte ze vztahu:

cmp (g/1) =Ay; - 368

Tabulka 1.

vzorek : absorbance primér | ¢ (mmol/l)

krev

VYHODNOCENI:



Zvysené hodnoty koncentrace hemoglobinu se vyskytuji u onemocnéni s abnormalni
proliferaci erythrocytd, ptfi dehydrataci organismu, delSim pobytu ve vysSich nadmoiskych
vyskach. Snizené hodnoty jsou bézné u anemii nebo po ztratach krve.



Tabulka 2.

vzorek krve ¢.:

REFERENCNI HODNOTY

NAMERENE HODNOTY

koncentrace Hb (mmol/l)

muzi 2,15 - 2,65
zeny 1,85 — 2,35

koncentrace Hb (g/1)

muzi 140 — 170
zeny 120 — 150

Poznamky:




Vlastnosti tetrapyrroli

2.1. Vlastnosti porfyrinii

Poruchy biosyntézy hemu jsou provazeny ukladanim hemovych prekurzora - porfyrint
v tkénich a jejich vyluCovanim do moci. Pti¢inou mohou byt dédi¢né nebo ziskané defekty
nékterych enzymi - porfyrie. Z nejcastéjSich piicin je to zejména toxické pusobeni
polyhalogenovanych uhlovodikd, olova, chronickd infekce virem hepatitidy C (HCV)
v kombinaci s abusem alkoholu u ziskané porphyria cutanea tarda..

K prikazu porfyrind v moc¢i i v krvi se vyuziva fluorescence hematoporfyrinu v UV
svétle. Hematoporfyrin vzniké reakci krve s koncentrovanou kyselinou sirovou, pii které se
z hemoglobinu odstépi globin i zeleznaty ion a hydratuji se vinylové skupiny hemu. Tento test
1ze pouzit 1 pti dlikazu krevnich skvrn.

Pracovni postup:

— Pozorujte cervenou fluorescenci hematoporfyrinu v UV svétle proti srovnavacim
vzorklim kyseliny sirové bez krve a krve bez kyseliny sirové.

2.2. Stanoveni celkového bilirubinu v séru

Hemoglobin je uc¢inkem hemoxygenasy a biliverdinreduktasy degradovan v bunkach
retikuloendotelidlniho systému na bilirubin. Dal$i pfeména bilirubinu probiha v jatrech.

Protoze je bilirubin v plazmé témét nerozpustny, je pifi transportu do jater vazan na
albumin. V hepatocytech se jeho rozpustnost zvysuje konjugaci s kyselinou glukuronovou.
Vznikly bilirubindiglukuronat je vyloucen Zluci do stfeva.

Plazmaticka koncentrace bilirubinu je vysledkem rovnovahy mezi produkci bilirubinu z
degradovaného hemoglobinu a schopnosti jater odstranovat bilirubin z plazmy. Pii
hyperbilirubinemii ptestupuje bilirubin z plazmy do perifernich tkdni a dodava jim
charakteristické nazloutlé zbarveni. Vznik Zloutenky (ikteru) mize byt podminén zvySenou
tvorbou bilirubinu zpliisobenou nadmérnym rozpadem erythrocyti — hemolyticky ikterus.
Snizeni exkrece bilirubinu v dlsledku vrozenych nebo ziskanych poruch jaterni funkce vede k
hepatocelularnimu ikteru. Blokada jeho transportu zlu¢i do stfeva zpisobuje obstrukéni
ikterus. Pouze konjugovany bilirubin miiZe byt vylu¢ovan mo¢i.

Pro fotometrické stanoveni bilirubinu se vyuzivd jeho kopulace s diazotovanou
kyselinou sulfanilovou na azobarvivo. Reakce nastupuje rychle u konjugovaného bilirubinu
(tzv. pfima van der Berghova reakce — prFimy bilirubin) a pomalu u nekonjugovaného
bilirubinu. V tomto piipadé¢ mize byt reakce urychlena alkoholem nebo purinovym derivatem,
napf. kofeinem (nepiimé van der Berghova reakce — nepFimy bilirubin).

Pracovni postup:

— Kazda skupina zpracuje celkem 1 vzorek séra.

— Ve skupiné si pripravte 7 zkumavek s reagenciemi podle tabulky 3.
— Zkumavky 1 a 3 (voda a blank reagencie) pripravte pouze jednou
— Zkumavky 2, 4 a 5 pripravte v doubletu



Tabulka 3

Destilovana Blank vzorku | Blank Vzorek Standard
voda doublet reagencie doublet doublet
) (2) 3 “ &)
Destilovana
1,1 ml - 100 ul - -
voda 4 H
Vzorek - 100 pl - 100 ul -
Standard (S) |- - - - 100 ul
Diazo I (AT) |- 1,0 ml - - -
P p
racovitt - 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml
Reagent

— Promichejte a nechejte stat PRESNE 2 minuty pii pokojové teploté.

— Thned zm¢éite absorbanci blanku vzorku (2) pii 540 nm proti destilované vod¢ (1).

— Thned zméite absorbanci vzorkt (4) a standardu (5) pti 540 nm proti blanku reag. (3)

— Absorbance zapiste do tabulky 4.

Tabulka 4.

vzorek

absorbance (A)

prumér

koncentrace

blank vzorku

blank vzorku

standard

standard

10 umol/1

10 umol/1

vzorek

vzorek

— Doplitte do tabulky 4 koncentraci celkového bilirubinu ve

pomoci vzorce:

Avzorku x — A blanku vzorku x

Vyhodnot'te vysledek proti referenénim hodnotadm celkového bilirubinu v krvi (2 — 17
pmol/l). ZvySené hodnoty nachazime u ikterti, nadori jater a Zlu€ovych cest.

Tabulka 5.

A standardu

vzorek séra ¢.:

vzorku, kterou vypoctete

X C standardu = C vzorku x

REFERENCNI HODNOTY

NAMERENE HODNOTY

koncentrace celkového
bilirubinu (umol/1)

2,0-17,0




Fyziologické referen¢ni rozmezi koncentrace konjugovaného bilirubinu je 0,0 — 5,1 pmol/l



Poznamky:



